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INFORMACIÓN GENERAL

La Revista Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial es una publicación 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 investigación en el campo 
de la ciencia, la ingeniería y la tecnología que tengan un impacto en el sector agrario regional, 
nacional e internacional en temas como Agroindustria alimentaria y no alimentaria, Ciencias 
agrícolas y pecuarias, Ciencias Forestales, Energía y Medio Ambiente, Computación Aplicada, 
Biotecnología, Equipos y Procesos, Administración Industrial, en idiomas español (idioma suge-
rido para mayor visibilidad y factor de impacto), inglés y portugués.

POLÍTICAS EDITORIALES

Compromiso de tipo formal. Con la remisión del manuscrito postulado para evaluación y pu-
blicación, 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 investigación, que no han sido publicados ni están 
siendo considerados para publicación en otra revista, ajustándose además a las normas éticas inter-
nacionales de propiedad intelectual y autoría’’. En la carta se deben incluir los datos personales de 
cada uno de los autores: nacionalidad, escolaridad, correo electrónico institucional, teléfonos 
para su ubicación o dirección postal y filiación institucional, o en su defecto, la dirección Web 
donde pueden ser consultados.

Derechos de Autor. Con el envío 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 envío. La concesión de Derechos de Autor significa la autorización para que la revista pueda 
hacer uso del manuscrito, o parte de él, con fines de divulgación y difusión de la actividad cien-
tífica- tecnológica. En ningún caso, dichos derechos afectarán la propiedad intelectual que es 
propia de los(as) autores(as).

PROCESO GENERAL 

Envío de manuscritos. El texto completo de los trabajos en formato Word más la carta de pre-
sentación y la información de los evaluadores sugeridos (dos pares nacionales y dos interna-
cionales), deben remitirse por correo electrónico (biotecnofaca@unicauca.edu.co o biotecnofa-
ca2009@gmail.com) o por intermedio de la plataforma Open Journal System (OJS), luego del 
registro como usuario. 
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Proceso de evaluación. El proceso inicia con la revisión por parte del Comité Editorial que se 
reserva el derecho de rechazar un manuscrito (decisión definitiva e inapelable) que presente 
deficiencias en estructura y redacción y que no cumpla con las áreas temáticas, las normas de 
publicación y referencias pertinentes o sugerir modificaciones con el objeto de lograr una mejor 
calidad. Los trabajos aceptados se evaluarán a ciegas, por dos (2) árbitros expertos en el área 
de conocimiento, quienes emitirán un concepto detallado sobre la pertinencia y atractivo cien-
tífico y tecnológico, la rigurosidad del tratamiento del tema, el ajuste a las normas de la revista 
y su contribución al desarrollo de la ciencia, la ingeniería y la tecnología. Por ningún motivo se 
permitirá la evaluación simultánea de más de dos manuscritos por un autor proponente.

Si el concepto de los dos árbitros coincide, el Editor-Jefe acepta o rechaza el manuscrito. Si no 
coincide, se busca el concepto de un tercer árbitro: si es rechazado, el manuscrito y las obser-
vaciones de los árbitros se remiten a los autores para que consideren su publicación en otro 
medio. Si el manuscrito es aceptado con modificaciones menores o mayores, éste y las obser-
vaciones de los árbitros se remiten a los autores para que éstos remitan una versión revisada 
y corregida en máximo 20 días, acompañada de una carta dirigida al Editor-Jefe enumerando 
detalladamente los cambios realizados con base en las observaciones de los árbitros: será el 
Editor-Jefe quien decida sobre la aceptación de la versión corregida. Pasados los 20 días, el 
editor, a discreción, tratará el manuscrito como caducado, por lo que deberá ser presentado 
nuevamente siguiendo el proceso indicado.

TIPOS DE ARTÍCULOS

Artículos de investigación científica. Documento que presenta, de manera detallada, los resul-
tados originales de investigaciones culminadas y está constituido por: 1. INTRODUCCIÓN, 2. 
MÉTODO, 3. RESULTADOS, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS. Los agradecimientos son 
opcionales y se incluyen luego de las conclusiones.

Artículo de reporte de caso. Documento que presenta los resultados de un estudio sobre una 
situación particular con el fin de dar a conocer las experiencias técnicas y metodológicas consi-
deradas en un caso específico. Incluye una revisión sistemática comentada de la literatura sobre 
casos análogos y está constituido por: 1. INTRODUCCIÓN, 2. MÉTODO, 3. RESULTADOS, 4. 
CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS. Los agradecimientos son opcionales y se incluyen luego 
de las conclusiones.

Artículos de reflexión. Documento que presenta resultados de investigación sobre un tema es-
pecífico bajo una óptica analítica, interpretativa y crítica del(los) autor(es) con base en fuentes 
originales (por lo menos 30 referencias). La estructura es: 1. RESUMEN, 2. INTRODUCCIÓN, 3. 
DESARROLLO DEL TEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Artículo de revisión (Review). Documento resultado de una revisión analítica y crítica de literatura 
(mínimo 50 referencias) sobre un campo en ciencia o tecnología en el que se analizan, sistematizan 
e integran los resultados de investigaciones publicadas para mostrar los avances científicos y las 
tendencias de desarrollo, más los aportes de los proponentes. Está compuesto por: 1. RESUMEN, 2. 
INTRODUCCIÓN, 3. DESARROLLO DEL TEMA, 4. CONCLUSIONES y 5. REFERENCIAS.

Cartas al editor. Son comunicaciones cortas, con posiciones críticas, analíticas o interpretativas 
sobre los manuscritos publicados previamente en la revista, temas o asuntos de interés profe-
sional para los lectores, que a juicio del Comité editorial constituyen un aporte importante a la 
discusión del tema por parte de la comunidad científica de referencia. 

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

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

• Originalidad: el aporte debe ser totalmente inédito, no publicado en ningún otro medio.

• Consistencia metodológica: en donde se haga evidente el uso de métodos y técnicas de 
investigación válidos.

• Significación del asunto tal que informe o ilustre situación relevante en el sector Agrope-
cuario y Agroindustrial.

• Impacto para un amplio sector de la academia, la investigación y estudiantes.

• Avance del campo: en el cual sea claro y evidente el aporte a consideraciones y prácticas de 
mejora en el campo de investigación Agropecuario y Agroindustrial.

• Consideraciones éticas.

• Estilo de redacción claro, conciso y ordenado, evitando jergas personales y expresiones 
locales.

Partes del manuscrito

La INTRODUCCIÓN debe resaltar la importancia de la investigación, presentar la literatura 
relacionada y entregar antecedentes necesarios para comprender la hipótesis de los autores, 
terminando con un párrafo que indique claramente los objetivos de la investigación. 

El MÉTODO debe tener suficiente información que permita a otro investigador replicar el en-
sayo y lograr los mismos resultados, así como la inclusión del diseño experimental, el análisis 
estadístico y las referencias de los métodos ya publicados. 

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

Las CONCLUSIONES se describen de forma clara y precisa, derivadas del análisis 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 líneas.

Las REFERENCIAS deben contener todos los documentos consultados.

Formato general. La extensión máxima es de 12 páginas, en tamaño 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 INTRODUCCIÓN, escrito en Arial recta (excepto los nombres científicos 
que van en cursiva) de 11 puntos, márgenes de 3 cm en el borde superior, 2 cm en el inferior y 
2,5 cm en las márgenes laterales. Las cifras decimales se separan con coma y los nombres cien-
tíficos se escriben en cursiva. Cuando se usen siglas, debe indicarse el significado completo la 
primera vez, luego puede usarse la sigla como tal.

Título 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 científicos), mayús-
cula, negrilla y centrado y no debe exceder 15 palabras: si ello no es posible, deberá incluir un 
subtítulo luego de dos puntos.

Información del autor (es). Los autores se nombran según la importancia y contribución en la 
investigación o en la preparación del manuscrito, separados entre sí por comas y enumerados 
con superíndice. Posterior a los títulos, a dos interlíneas, centrado, en mayúscula y sin negrilla, 
incluir primer y segundo nombre si lo tiene, primer y segundo apellido separados por un guión 
medio. En nota al pie de página (Arial 8 puntos, en la parte inferior de la primera página y justifi-
cada) se indicará la filiación 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 envío de 
correspondencia.
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Ejemplo:

1Universidad del Cauca, Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de investiga-
ción Ciencia y Tecnología de Biomoléculas de Interés Agroindustrial (CYTBIA). 
Máximo título profesional alcanzado. Ciudad, País.

Correspondencia: gfvssp@unicauca.edu.co

Resumen. La palabra RESUMEN debe justificarse al margen izquierdo, en mayúscula y negrilla, 
iniciando la escritura luego de dos interlíneas en un solo párrafo justificado sin exceder de 200 
palabras e incluirá Introducción, justificación, objetivos, metodología, resultados y conclusiones 
de la investigación haciendo énfasis en los logros alcanzados. Debe ser conciso, escrito en espa-
ñol, inglés (ABSTRACT) y portugués (RESUMO).

Palabras clave. Se ubican luego de cada resumen. El título en mayúscula, negrilla, en español 
(PALABRAS CLAVE), inglés (KEYWORDS) y portugués (PALAVRAS-CHAVE) seguido de dos 
puntos. Se admiten, mínimo tres (3) y máximo cinco (5) palabras clave que no hagan parte del 
título, con la primera letra en mayúscula, separadas entre sí por coma y con punto al final. 

Ejemplo:

PALABRAS CLAVE: Reología, Pos cosecha, Maduración, Bactris gasipaes.

Cuadros y figuras. Se acepta un máximo de 6 figuras y/o cuadros y deberán aparecer dentro del 
texto y procesarse en el formato original, con buen contraste y resolución (calidad mínima de 
300 dpi) para evitar policromías y facilitar la diagramación. El título va en la parte superior y no 
debe superar dos líneas, en Arial recta normal 9, separado por una interlinea y con punto final; 
debe incluir la palabra Cuadro o Figura seguido del número arábigo consecutivo (en negrilla), 
un punto y una breve descripción (Ejemplo: Cuadro 1. Título descriptivo). Se deben usar líneas 
horizontales y verticales para separar las entradas del cuadro y cada columna debe tener enca-
bezado (en negrilla, con mayúscula inicial). El tamaño de fuente al interior de un cuadro es arial 9 
puntos normal y, en el caso de necesitarse algún pie de cuadro/figura o fuente de consulta, debe 
estar escrito en Arial 8 puntos normal. 

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

Ejemplo:

MÉTODO 
Materiales 
Material vegetal. El material vegetal usado………….

Expresiones matemáticas. 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 expresión (Ec.1) con números arábigos con-
secutivos justificada al margen derecho (para mayor facilidad, insertarlas en un cuadro de dos 
columnas, sin bordes), citándolas 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 (SI). 

Referencias. Deben ser al menos 20 y mínimo el 70% de ellas deben ser recientes (de los últimos 
tres años) y corresponder a artículos de investigación científica (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 según el orden de aparición y encerradas entre corche-
tes [1,2], notación que se mantendrá en la sección de REFERENCIAS. Se permitirá máximo un 
15% de autocitación y se espera que gran parte de las citaciones provengan del idioma inglés. Si 
la referencia cuenta con 4 o más autores, usar et al.
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Para las referencias se deben seguir estos criterios:

Artículo científico:

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. Física cuántica. 4 ed. Madrid (España): Acribia, 1990, 450 p.

Capítulo de libro:

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

Memoria de evento:

ÁLZATE, N., BOTERO, T. y CORREA, D. El arte de la escritura de artículos. Memorias XIX Con-
greso Latinoamericano de Ponencias Científicas. Córdoba (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 situación de la pro-
visión de alimentos en un mundo moderno. Bogotá (Colombia): 1997, 57 p. 

Tesis:

JACOBS J. Regulación of life history strategies within individuáis 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 biodegradável de amido de inhame. US 6.444.567, Cla-
ses 343, 356. Sao Paulo (Brasil): 2001.

Monografías electrónicas:

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

Otras referencia electrónicas:

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

ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA Y TECNOLÓGICA

16 Antagonismo in vitro por consorcios de Trichoderma sp. 
y Aspergillus sp. contra el fitopatógeno Sclerotinia sp
ZUBIETA-CORONADO, DIEGO-ARTURO; 
ECHEVERRY-PRIETO, LENA-CAROLINA; 
ZAFRA-MEJÍA, CARLOS-ALFONZO

32 Efecto de la humedad relativa en la capacidad encapsulante de los 
coproductos de la molienda humeda del grano de amaranto
ROA-ACOSTA, DIEGO-FERNANDO; NIETO-CALVACHE, JHON-EDINSON; 
AGUDELO- LAVERDE, LINA-MARCELA

45 Germinación de un tipo venezolano de Capsicum chinense jacq.: 
influencia de la maduración del fruto y de la extracción 
de la semilla desde el fruto
GARRIDO, LUZ; LAURENTIN, HERNÁN

54 Adsorción de cromo (VI) y mercurio (II) en solución utilizando 
jacinto (Eichhornia crassipes)
TEJADA-TOVAR, CANDELARIA; PAZ, ISABEL; ACEVEDO-CORREA, DIOFANOR; 
ESPINOSA-FORTICH, MARÍA; LÓPEZ-BADEL, CRISTINA

66 Prevalencia de cinco virus de ARN en tubérculos-semilla de papa 
cultivados en Antioquia (Colombia)
GALLO-GARCÍA, YULIANA; SIERRA-MEJIA, ANDREA ; 
GUTIÉRREZ, PABLO-ANDRÉS; MARÍN-MONTOYA, MAURICIO

79 Panorama cienciométrico de la biotecnología en el sector 
agropecuarioy agroindustrial
VALVERDE-VALVERDE, MARIA-ANGELICA; 
DELGADO-HURTADO, CAROLINA; 
RENGIFO-RODAS, CARLOS-FELIPE

92 Evaluación de métodos para la inoculación y diagnóstico del virus 
del mosaico del pepino (CMV)
SÁNCHEZ, MANUEL-ALEJANDRO; VILLEGAS-ESTRADA, BERNARDO; 
VALENCIA-JIMÉNEZ, ARNUBIO 
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105 Efecto de Bacillus subtilis sobre metabolitos sanguíneos 
y parámetros productivos en pollo de engorde 
MAYA-ORTEGA, CARLOS-ABEL ; MADRID-GARCÉS, TOMÁS-ANTONIO; 
PARRA-SUESCÚN, JAIME-EDUARDO

117 Propiedades fisicoquímicas y funcionales del almidón obtenido 
de dos variedades de batata (Ipomoea batatas)
MURILLO-MARTÍNEZ, MARÍA; ALVIS-BERMÚDEZ, ARMANDO; 
ARRAZOLA-PATERNINA, GUILLERMO

128 Rizobios nativos eficientes en la fijación de nitrógeno en Leucaena 
leucocephala en Rio Grande do Sul, Brasil
CUBILLOS-HINOJOSA, JUAN-GUILLERMO; DA SILVA-ARAUJO, FERNANDA; 
SACCOL-DE SÁ, ENILSON-LUIZ

139 Desarrollo de una matriz expandida elaborada a partir de almidón 
y harina de yuca por extrusión
LUCIO-IDROBO, YERALDIN; ARBOLEDA-MUÑOZ, 
GERMAN-ANTONIO; DELGADO-MUÑOZ, KAREN-LORENA; 
VILLADA-CASTILLO, HÉCTOR-SAMUEL
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EDITORIAL

Debo manifestar que cuando se solicitó una editorial para la Revista Biotecnolo-
gía en el sector Agropecuario y Agroindustrial, de inmediato pensé en escribir so-
bre el agua como bien común, cómo ese elemento que nos ha permitido a todos los 
seres vivos poder existir en este planeta, donde el 93% de su superficie la contiene. 

De esa “cantidad”, tan sólo una pequeña parte hace posible la vida a una gran 
diversidad de organismos incluido el hombre, y que sólo podemos usarla para 
nuestros procesos vitales cuando de agua dulce se trata, y ésta sólo representa 
el 3% de la que, se dice, hay disponible en diversos ecosistemas, hoy disminui-
dos y alterados en sus estructuras y funciones por la acción del cambio climático, 
pero que, en términos reales de acceso, sólo disponemos del 1% para las diversas 
actividades requeridas para mantener la vida. El volumen existente podría verse 
como suficiente, pero en la práctica y realidad, sufrimos de escasez en medio de 
la abundancia, paradoja de la vida en el planeta agua, perdón en el llamado tierra.

A pesar de los acuerdos internacionales dispuestos por países, en lo referente a las 
diversas posturas para conservar la vida, las Naciones Unidas, como garante de los 
objetivos del desarrollo del Milenio, definió los compromisos de los países que de 
ésta organización hacen parte, pero los resultados de éstas apuestas son cada día 
más preocupantes, no sólo para la especie humana, sino para los diversos ecosiste-
mas que soportan la capacidad de carga que los modelos de desarrollo vienen es-
tableciendo en los continentes y en las apuestas de las políticas que los sustentan. 

Cuando se revisa el uso del agua a nivel mundial, con base en las estadísticas de 
la FAO, el 69% se usa para la agricultura, 19 % para la industria y 12% para uso 
doméstico, si miramos éstos usos a nivel de las américas, los porcentajes corres-
ponden en su orden al 51, 34 y 15% respectivamente. Para Colombia, las cifras 
en los términos de usos tienen la misma tendencia, y en este sentido podríamos 
preguntarnos si el agua para fines agrarios (Agropecuario, Agroindustrial y Fo-
restal) es un tema central para cualquier debate sobre los recursos hídricos, la 
seguridad alimentaria y el desarrollo sustentable.

Es de esperarse que a futuro se incremente la competencia por los recursos hí-
dricos y la presión tendrá como mira la agricultura y la reasignación del agua en 
éste sector. El crecimiento económico generará la necesidad de realizar cambios 
en la llamada “asignación sectorial del agua”, todo por el inminente crecimiento 
de la población, la urbanización y la industrialización, llevando a tomar medidas 
en el uso eficiente del agua con base en los estudios del llamado estrés hídrico y 
los efectos del cambio climático.
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El Volumen 19 número 1 de nuestra revista contiene artículos en diversos temas 
del sector Agrario, y bien vale la pena preguntarnos si en cada uno de sus desa-
rrollos investigativos el agua cumple, ha cumplido o cumpliría un papel funda-
mental en términos de la concepción cómo “elemento, recurso o de bien común”, 
esencial para la producción, la productividad o la transformación en los diversos 
resultados de las investigaciones, concibiéndola como el eje articulador de los 
territorios, de las territorialidades y de la vida.

La gestión de los recursos hídricos, la participación social, en especial en las 
zonas rurales, a través de los sistemas multipropósito de abastecimiento y las 
políticas de gobernabilidad establecidas desde el ejecutivo, establecen escena-
rios donde nuestras Universidades a través de la academia, la investigación y la 
interacción social jugamos un papel fundamental en los cambios de paradigmas 
hacia las concepciones del agua, su uso, manejo y sostenibilidad, en procura de 
dar el alcance que nos permita comprender que no es posible hablar de la segu-
ridad alimentaria sin la seguridad hídrica.

M.Sc. JUAN PABLO PAZ CONCHA 
Profesor investigador

15

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 19 No 1 · Enero - Junio 2021



ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA Y TECNOLÓGICA

Antagonismo in vitro por consorcios de 
Trichoderma sp. y Aspergillus sp. contra el 

fitopatógeno Sclerotinia sp*

In vitro antagonism by consortium of 
Trichoderma sp. and Aspergillus sp. against 

the phytopathogen Sclerotinia sp

Antagonismo in vitro por Trichoderma sp. 
e Aspergillus sp. contra o fitopatógeno 

Sclerotinia sp

ZUBIETA-CORONADO, DIEGO-ARTURO1; ECHEVERRY-PRIETO, LENA-CAROLINA2; 

ZAFRA-MEJÍA, CARLOS-ALFONZO3

Historial del Artículo 

Recibido para evaluación: 19 de Agosto 2019. 

Aprobado para publicación: 13 de Octubre 2020.

* Título del proyecto de origen: “Evaluación in vitro e in vivo del control biológico hecho 
por Trichoderma sp. y Aspergillus sp. sobre el fitopatógeno Sclerotinia sp. en lechuga 
(Lactuca sativa) variedad Batavia”. Financiación: Centro de Investigaciones y Desarrollo 
Científico (CIDC) de la Universidad Distrital Francisco José de Caldas. Bogotá, Colombia. 
Culminación: 27 de mayo 05 de 2019.

1 Universidad Distrital Francisco José de Caldas, Facultad del Medio Ambiente y 
Recursos Naturales, Grupo de investigación GIIA-UD. Especialización en Higiene y Salud 
Ocupacional. Bogotá, Colombia. https://orcid.org/0000-0003-3568-8282

2  Universidad Distrital Francisco José de Caldas, Facultad del Medio Ambiente y Recursos 
Naturales, Grupo de investigación GIIA-UD. Maestría en Ciencias Biológicas. Bogotá, 
Colombia. https://orcid.org/0000-0002-6940-4383

3  Universidad Distrital Francisco José de Caldas, Facultad del Medio Ambiente y Recursos 
Naturales, Grupo de investigación GIIA-UD. Doctorado en Ingeniería Ambiental. Bogotá, 
Colombia. https://orcid.org/0000-0002-4061-4897

Correspondencia: lcecheverryp@udistrital.edu.co

16

· ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA Y TECNOLÓGICA ·

Vol. 19 No 1   ·   Enero - Junio 2021   ·   ISSN - 1692-3561   ·   ISSN-e 1909-9959   ·   DOI: https://doi.org/10.18684/BSAA(19)16-31



RESUMEN

Los hongos como controladores biológicos son importantes en el desarrollo de 
bioproductos para una agricultura sostenible en el manejo de fitopatógenos 
como Sclerotinia sp., causante de la podredumbre blanca en cultivos de lechuga, 
puesto que la viabilidad infecciosa en el suelo dura hasta cinco años. El cultivo de 
lechuga es esencial en la economía agrícola de Colombia, y Sclerotinia sp. causa 
pérdidas hasta del 50% de los cultivos. El objetivo de este trabajo fue evaluar In 
vitro la capacidad antagónica de tres cepas de Trichoderma sp. Tr1, Tr2 y Tr3 y 
tres de Aspergillus sp. As1, As2 y As3 contra Sclerotinia sp Scl., individualmente 
y en consorcios. La recuperación, mantenimiento y evaluación de los hongos se 
realizó mediante los medios PDA, Jugo V8 y Miel-Avena. Las cepas controladoras 
-Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2 y As3- se enfrentaron entre ellas y en consorcios contra 
el fitopatógeno con técnica dual. Los consorcios As1+As2+Tr2, As1+As2+Tr1, y 
As1+As2+Tr3 tuvieron un grado de inhibición sobre el fitopatógeno, siendo más 
eficiente la combinación As1+As2+Tr1 -85,1%-; e individualmente las cepas 
Tr2 y As1 con una eficiencia del 95,6% y 95,1%, respectivamente. Se corroboró 
que el crecimiento de Scl. empleando los consorcios no fue mayor al 14,9% en 
el mejor tratamiento. En ninguno de los enfrentamientos con los consorcios se 
evidenció la formación de esclerocios, la estructura de resistencia en el proceso 
de infección y persistencia en suelos a los diez días de evaluación.

ABSTRACT

Fungi as biological controllers are important in development of bioproducts for 
sustainable agriculture in the management of phytopathogens such as Sclero-
tinia sp., which causes white rot in lettuce, crops insomuch as infectious viabi-
lity in soil lasts up until five years. Lettuce cultivation is essential in Colombia’s 
agricultural economy, and Sclerotinia sp. causes losses until 50% of crops. The 
aim of this work was to evaluate in vitro the antagonistic capacity of three 
strains of Trichoderma sp. Tr1, Tr2 and Tr3 and, three strains of Aspergillus 
sp. As1, As2 and As3 against Sclerotinia sp Scl., individually and in consortia. 
Recovering, maintenance and evaluation of fungi was carried out by mediums 
as PDA, V8 Juice and Honey-Oat. The control strains -Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2 
and As3- were confronted among them and in consortia against the phytopa-
thogen with dual technique. The consortia As1+As2+Tr2, As1+As2+Tr1, and 
As1+As2+Tr3 had a degree of inhibition on the phytopathogen, being more 
efficient the combination As1+As2+Tr1 -85,1%-; and individually the strains 
Tr2 and As1 with an efficiency of 95,6% and 95,1%, respectively. It was corro-
borated that the growth of Scl. using the consortia was not more than 14,9% 
in the best treatment. In none of the confrontations with the consortia was 
evidence of sclerotia formation, resistance structure for infection process and 
persistence in soils after to ten days of evaluation.
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RESUMO

Os fungos, como controladores biológicos, são importantes no desenvolvimento de bioprodutos para a agricultura sus-
tentável no manejo de fitopatógenos como Sclerotinia sp., que causa podridão branca nas culturas de alface, visto que 
a viabilidade infecciosa no solo dura até cinco anos. O cultivo da alface é essencial na economia agrícola da Colômbia e 
Sclerotinia sp. causa perdas até 50% das lavouras. O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a capacidade antagônica 
de três linhagens de Trichoderma sp. Tr1, Tr2 e Tr3 e, três linhagens de Aspergillus sp. As1, As2 e As3 contra Sclerotinia 
sp Scl., individualmente e em consórcios. A recuperação, manutenção e avaliação de fungos foram realizadas por meios 
como PDA, Suco V8 e Aveia-Mel. As cepas de controle - Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2 e As3 - foram confrontadas entre si e 
em consórcios contra o fitopatógeno com técnica dupla. Os consórcios As1 + As2 + Tr2, As1 + As2 + Tr1 e As1 + As2 + 
Tr3 apresentaram um grau de inibição no fitopatógeno, sendo mais eficiente a combinação As1 + As2 + Tr1 -85,1% -; 
e individualmente as linhagens Tr2 e As1 com uma eficiência de 95,6% e 95,1%, respectivamente. Foi corroborado que 
o crescimento de Scl. o uso dos consórcios não foi superior a 14,9% no melhor tratamento. Em nenhum dos confrontos 
com os consórcios houve evidência de formação de escleródios, estrutura de resistência ao processo de infecção e persis-
tência no solo até dez dias de avaliação.

INTRODUCCIÓN

La lechuga (Lactuca sativa) es originaria del Mediterráneo oriental y del occidente de Asia [1, 2], y su cultivo pue-
de realizarse a nivel del mar hasta 2600 msnm [3]. Es un vegetal rico en sustancias orgánicas, vitaminas, mine-
rales y metabolitos secundarios como los terpenoides, flavonoides y fenoles, que aportan a su particular sabor 
y alto valor nutritivo [2, 4]. En Colombia, este cultivo se desarrolla principalmente en Cundinamarca, Antioquia, 
Nariño y Norte de Santander. En Cundinamarca es uno de los cultivos pilares de la economía rural, y durante 
el año 2018 se produjeron 23.525 ton. Durante el mismo año, a nivel nacional la producción de lechuga fue de 
49982,58 ton y el rendimiento del cultivo en 2018 fue de 238 ton/ha y en 2017 de 233,63 [5, 6].

De acuerdo con Pérez et al. [7], las perdidas en los cultivos de lechuga en la sabana de Bogotá por infección por Scle-
rotinia sp están entre el 30-50% de la producción total. Este hongo puede infectar a más de 400 especies de plan-
tas, incluidos cultivos y hortalizas económicamente importantes [8]. El fitopatógeno Sclerotinia sp. se puede propa-
gar por ascosporas, lo que favorece su diseminación a plantas adyacentes y forma esclerocios como estructuras de 
resistencia. El inóculo puede infectar tallos, hojas, flores y raíces. Las plantas pueden ser infectadas desde su etapa 
de semilla hasta su madurez, y su incidencia está relacionada con la cantidad de esclerocios que se encuentran 
en el suelo. Adicionalmente, Sclerotinia sp. puede persistir en el suelo durante varios años o en lotes de semillas y, 
cuando existen las condiciones ambientales adecuadas, germina dando lugar a hifas infecciosas o produce un apo-
tecio que libera ascoesporas producidas sexualmente [7-9]. La viabilidad de los esclerocios puede alcanzar veinte 
años en latencia y su dispersión es rápida con los procesos de arado. La supervivencia de los esclerocios en el suelo 
dificulta el manejo de Sclerotinia sp., por la supervivencia aún en condiciones adversas para el fitopatógeno [10, 11].

El manejo tradicional de las plagas se hace con agentes químicos y se estima que en Colombia se emplean unos 
600 plaguicidas, siendo una fuente de contaminación en suelos y aguas, los cuales son responsables de afeccio-
nes a los seres vivos de dichos ecosistemas y sobre la salud humana [12, 13]. El uso excesivo de agroquímicos 
puede incrementar la resistencia a estos compuestos de los hongos fitopatógenos, haciendo cada vez más di-
fícil su manejo. Por consiguiente, el control biológico es una herramienta alternativa amigable con el ambiente 
para el manejo de plagas y enfermedades, que se basa en el empleo de organismos biológicos y sus productos 
metabólicos con el fin de reducirla, eliminarla o controlarla [14, 15]. Según la literatura, se han realizado varios 
trabajos para evaluar organismos antagonistas para el control de Sclerotinia sp., como por ejemplo: Trichoderma 
sp., Aspergillus flavipes, Muscodor yucatanensis, Penicillium commune, Bacillus sp., Clonostachys sp., Paecilomyces 
lilacinus, Pseudomonas sp. y Coniothyrium sp. [9, 15-21]. 
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Recientemente, el uso de hongos endófitos como antagonistas es una opción llamativa para el manejo integrado 
de plagas por su mínimo impacto sobre el ambiente [15]; por tal motivo, en este trabajo de investigación se aisla-
ron e identificaron de suelos rizosféricos tres cepas de Trichoderma sp. y tres cepas de Aspergillus sp. autóctonos, 
para evaluar la relación antagónica de éstos hongos individualmente y mediante consorcios frente al fitopató-
geno Sclerotinia sp. Este fitopatógeno fue aislado directamente de lechugas que presentaban los síntomas de 
la podredumbre blanca. Por último, se estudiaron agrupaciones de hongos antagonistas para poder inhibir el 
desarrollo de este fitopatógeno en cultivos de lechuga.

MÉTODO

Sitio de muestreo

El sitio seleccionado para la recolección de muestras de suelo fue en la ciudad de Bogotá, Colombia. Las mues-
tras se recolectaron de tres zonas con las siguientes coordenadas: Zona 1: 4°35’49,55’’ N – 74°03’51,86’’ W, 
Zona 2: 4°35’51,03’’ N – 74°03’51,57’’ W y Zona 3: 4°35’50,80’’ N – 74°03’51,64’’ W y se rotularon como MT01, 
MT02 y MT03, respectivamente. La ubicación hace parte de los cerros orientales de Bogotá, con una humedad 
del 81%, una altura aproximada de 2675 msnm y una temperatura que oscila durante el día entre los 6 y 18°C.

Recuperación y aislamiento de hongos con potencial biocontrolador

El muestreo de suelos rizosféricos se realizó aleatoriamente en una sección de 20x20 cm hasta obtener 10 g por 
cada zona (n=3), de acuerdo con la metodología reportada por Cline [22]. Las muestras de suelos recolectadas 
se sembraron en los medios de cultivo PDA, Jugo V8 y Miel-Avena usando el método de cuadricula. Se incubaron 
por un lapso de 10 días a una temperatura de 25°C para que los hongos desarrollaran sus estructuras (i.e., mi-
celio, conidias, fiálides, conidióforos, y vesículas), lo cual permitió la identificación macroscópica y microscópica 
de cada aislamiento [23-27]. Se recuperaron seis hongos en total y posterior a la identificación se etiquetaron 
los aislamientos como: Tr1, Tr2 y Tr3 para Trichoderma sp. y As1, As2 y As3 para Aspergillus sp. 

Recolección de material vegetal, recuperación y mantenimiento del hongo fitopatógeno

Se recolectaron lechugas que provenían del municipio de Mosquera (Cundinamarca, Colombia) y que presen-
taban las características de infección producidas por el hongo Sclerotinia sp., como marchitamiento de hojas 
externas, lesiones de color marrón en el tejido foliar, pudrición blanda acuosa, crecimiento de micelio de color 
blanco y/o presencia de esclerocios [28]. Estas muestras fueron recolectadas del centro de acopio Corporación 
de Abastos de Bogotá S.A. (CORABASTOS). Las muestras se conservaron a 4°C y se transportaron al laboratorio 
de Microbiología y bioprospección medioambiental (MiBioMA) de la Universidad Distrital Francisco José de 
Caldas (Bogotá, Colombia). El aislamiento de Sclerotinia sp. se realizó mediante la técnica expuesta por Sánchez 
[29]. Los cortes de 5-10 mm de las hojas de lechuga infectadas se colocaron en una solución de cloro al 10% por 
20 segundos, se lavaron tres veces con agua destilada, se colocaron en papel secante, y se ubicaron en el centro 
de los medios de cultivo PDA, Jugo V8 y Miel-Avena. Éstas se incubaron por diez días a una temperatura de 25°C.

Adicionalmente, se realizó un aislamiento a partir de esclerocios, desinfectándolos con una mezcla de hipoclori-
to al 70%, fenol al 5% y alcohol etílico por un tiempo de 5 minutos; los esclerocios se lavaron con agua destilada 
estéril y con una cuchilla estéril se cortaron para sembrarlos en los medios de cultivo de evaluación. La tempe-
ratura y tiempo de incubación fue de 25°C por 10 días [29]. Se identificaron macroscópica y microscópica del 
hongo fitopatógeno se realizó de acuerdo con Saharan, G.S. & Mehta, N [30].
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Pruebas de antagonismo

Antes de realizar las pruebas de antagonismo se estimó el crecimiento radial de cada hongo aislado en los tres 
medios de cultivo de evaluación, midiendo el diámetro de las colonias los días 3, 7 y 10. La esporulación de Tri-
choderma sp y Aspergillus se realizó según Pedroza et al. [31] al culminar los 10 días de incubación. Para Scleroti-
nia se contaron los esclerocios a los 10 días de crecimiento. 

Se realizaron pruebas de antagonismo contra el fitopatógeno a través de la técnica dual [32], con las tres cepas 
de Trichoderma sp. (Tr1, Tr2 y Tr3) y las tres cepas de Aspergillus sp. (As1, As2 y As3). También, se evalúo el anta-
gonismo entre ellos, así: As1 vs. Tr1, As1 vs. Tr2, As1 vs Tr3, As2 vs. Tr1, As2 vs. Tr2, As2 vs Tr3, As3 vs. Tr1, As3 
vs. Tr2, As3 vs Tr3. En cada caja de Petri se marcó una línea para dividir en dos partes iguales el área de siembra, y 
en la mitad de cada lado se dispusieron discos de medio de cultivo con micelio de los hongos a enfrentar de 5 mm 
de diámetro [33]. Los quince antagonismos se incubaron por diez días a 25°C. Cada enfrentamiento se realizó en 
los medios PDA, Jugo V8 y Miel-Avena. La evaluación se realizó de acuerdo con Bell et al. (1982), referenciado 
por Corrêa et al. [34]; y se modificó cuando se enfrentaron los posibles biocontroladores teniendo la escala de 
notas No. 1 (Cuadro 1 y Figura 1), con base en el método de similaridad de Jaccard [35].

Posteriormente, se evaluó el efecto antagónico entre consorcios de los posibles hongos biocontroladores con-
tra Sclerotinia sp., así: Scl vs. Tr1+As1+As2, Scl vs. Tr1+As1+As2, y Scl vs. Tr3+As2+As3. Todas las pruebas de 
antagonismo se realizaron en los tres medios de cultivo y se incubaron por diez días a 25°C. Como control del 
crecimiento para cada hongo se sembró en los tres medios mencionados por punción central individualmente, 
y se comparó el crecimiento con lo observado en cada enfrentamiento. Para evaluar el efecto antagonista entre 
cada hongo y los consorcios frente al fitopatógeno, se definió una segunda escala de notas (Cuadro 2 y Figura 1) 
de acuerdo con el método de similaridad de Jaccard [35]. 

Cuadro 1. Escala de notas para valorar el antagonismo entre Trichoderma sp. y Sclerotinia sp.

Clase Característica
Valoración 

binaria

1 Sobrecrecimiento de Trichoderma: colonizó toda la superficie del medio y redujo la colonia de Aspergillus. 1

2 Sobrecrecimiento de Trichoderma: colonizó al menos 2/3 de la superficie del medio. 1

3 Sobrecrecimiento de Aspergillus: colonizó toda la superficie del medio y redujo la colonia de Trichoderma. 0

4 Sobrecrecimiento de Aspergillus: colonizó al menos 2/3 de la superficie del medio. 0

5 Trichoderma y Aspergillus: colonizaron medio a medio (más que 1/3 y menor que 2/3). Uno no se sobrepuso al otro. 0

Cuadro 2. Escala de notas para valorar el antagonismo entre los consorcios y Sclerotinia sp.

Clase Característica
Valoración 

binaria

1
Sobrecrecimiento del antagonista o consorcio, que colonizó toda la superficie del medio y redujo la colonia 
del patógeno.

1

2 Sobrecrecimiento del antagonista o consorcio, que colonizó al menos 2/3 de la superficie del medio. 1

3
El antagonista o consorcio y el patógeno colonizaron medio a medio (más que 1/3 y menor que 2/3). Uno no 
se sobrepuso al otro.

0

4
El hongo patógeno colonizó al menos 2/3 de la superficie del medio y resistió la invasión por el antagonista 
o consorcio.

0

5 Sobrecrecimiento del hongo patógeno que colonizó toda la superficie del medio. 0
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Figura 1. Distribución de crecimiento en cajas de Petri de acuerdo con las escalas de notas 1 y 2.
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Diseño experimental y análisis estadístico

Se aplicó un diseño experimental basado en la clasificación de conglomerados jerárquicos con medida de simila-
ridad de Jaccard [28], donde se distinguieron las relaciones entre cada una de las cepas Tr1, Tr2, Tr3, As1, As2, 
As3 y Scl. En la escala de similaridad se obtuvieron datos binarios, en donde cero hizo referencia a que no hubo 
un antagonismo mayor al 50%. En la escala de Notas 1, son las clases 2, 4 y 5; y para la escala de notas 2, son las 
clases 3, 4 y 5. La valoración uno (1) fue para el antagonismo igual o superior al 50%, lo que correspondió en la 
escala de notas 1 a las clases 1 y 3; para la escala de notas 2, las clases 1 y 2 (Figura 1). 

Por último, la distribución normal de los datos se verificó mediante una prueba de Shapiro-Wilk (p-valor > 0,05) 
y el estadístico de Levene (p-valor < 0,05). Se determinó también el porcentaje de relación, y se comprobó el gra-
do de similaridad mediante el método de Jaccard. Se utilizó un análisis de varianza de una vía y la prueba Tukey 
para estudiar las diferencias entre las variables consideradas. Todos los análisis fueron realizados mediante el 
programa informático SPSS V.19.

RESULTADOS

Cepas fúngicas

Los hongos Trichoderma sp. y Aspergillus sp. encontrados en los suelos rizosféricos son cosmopolitas ampliamen-
te conocidos [36, 37]. En particular, el hongo Trichoderma sp., que desde hace décadas se conoce por sus propie-
dades como biocontrolador y capacidad de generar lisis en las paredes celulares de los hongos fitopatógenos, 
como en los esclerocios por las enzimas quitinasas, proteasas y glucanasas. Igualmente, secretan diversos me-
tabolitos con acción antibiótica, que suministran tolerancia a condiciones estresantes y favorecen la competen-
cia por espacio y sustrato [15, 17, 33]. En relación con Aspergillus sp., son pocos los estudios que han evaluado 
este hongo como biocontrolador [36, 37], siendo un campo que debe seguir profundizándose. La mayoría de las 
investigaciones se han enfocado en las especies fitopatógenas, contaminantes de alimentos, generadoras de 
enfermedades en humanos y animales; como también en especies con aplicación biotecnológica para la produc-
ción de enzimas como las xilanasas, amilasas, pectinasas o de metabolitos como ácidos orgánicos y proteínas 
homologas y/o heterólogas [38, 39].

De las tres zonas de muestreo se obtuvieron e identificaron seis aislados de hongos, tres del género Trichoderma 
sp. y las restantes al género Aspergillus sp. Dichos aislamientos se incorporaron a la colección de hongos del la-
boratorio de microbiología y bioprospección medioambiental -MiBioMA- de la Universidad Distrital Francisco 
José de Caldas y se identificaron como: Tr1, Tr2 y Tr3 para las cepas de Trichoderma sp.; y As1, As2 y As3, para las 
cepas de Aspergillus sp. La obtención del hongo Sclerotinia sp., Scl, fue exitoso a partir de esclerocios posterior al 
proceso de desinfección como fue descrito.

Luego del proceso de aislamiento de los hongos, se determinö el crecimiento de cada uno en los medios de 
evaluación (Cuadro 3) y en los 10 días de incubación el promedio de crecimiento fue para As1: 8 cm, As2: 7,75 
cm, AS3: 7,1 cm, Tr1: 7,9 cm, Tr2: 8,05 cm y Tr3: 8,05 cm. Con respecto a la esporulación, en los 10 días de 
crecimiento se obtuvo un promedio de conidios/mL para As 1: 9,30E+06, AS2: 1,95E+06, As3: 9,23E+05, Tr 1: 
1,35E+07, Tr2: 3,33E-07 y Tr3: 2,14E-07. Para el caso de Scl, se determinó el número de esclerocios y se obtuvo 
un promedio de 11 esclerocios/10 días.
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Las cepas de Trichoderma sp. se distinguieron macroscópicamente por no formar borde y por tener un creci-
miento difuso en la superficie, similar a un “césped”. Se observó un micelio de color amarillo hasta tonalidades 
verdes, que con el tiempo se volvió terroso. Microscópicamente, las fiálides fueron cortas y ahusadas, como una 
especie de botella, los conidióforos estaban apartados en ángulo obtuso en relación con las hifas. Los conidios 
se observaron con forma elíptica a globosa y en forma de racimos, similares a pequeños arboles ramificados. 

Las colonias de los aislamientos de Aspergillus sp. tuvieron una coloración amarillo oscuro verdoso o marrón y al-
godonosas; la esporulación fue profusa y las colonias se tornaban granulosas. Microscópicamente, las vesículas 
fueron pequeñas en forma de cúpula, con métulas sostenidas, fiálides en hilera, y cadenas con conidias elípticas 
y aleuriosporas unidas a hifas sumergidas.

Trichoderma sp. y Aspergillus sp. producen enzimas extracelulares capaces de degradar grandes polímeros como la 
celulosa, la pectina, la lignina y el almidón [37, 38], lo que explica que el mayor crecimiento y esporulación en todos 
los asilamientos haya sido en el medio de cultivo Miel-Avena, seguido por el medio Jugo V8 y, por último, por el 
medio PDA. De acuerdo con Di Cologna et al. [40], la relación de enzimas excretadas al medio por los hongos Tricho-
derma sp. y Aspergillus sp. varían de acuerdo con las condiciones ambientales y nutricionales respondiendo, con un 
conjunto de enzimas diferentes en cada situación. De esta manera, la relación de sustratos complejos es proporcio-
nal a la producción de enzimas, pero cuando la fuente de carbono es sencilla la producción de enzimas se reprime.

Cuadro 3. Crecimientos miceliales en los días 3, 7 y 10 de los asilamientos, esporulación y esclerocios en 10 días de evaluación.

HONGO MEDIO
Esporulación 

(conidios/mL) Día 10
Crecimiento día 

3 (cm)
Crecimiento día 

7 (cm)
Crecimiento día 

10 (cm)

As1

PDA 1,90E+06 2,1 5,0 7,1

AVENA 2,10E+06 2,4 5,7 8,1

V8 2,50E+06 2,3 5,5 7,8

As2

PDA 1,71E+06 2,1 4,9 7

AVENA 1,98E+06 2,4 5,5 7,9

V8 1,91E+06 2,3 5,3 7,6

As3

PDA 8,70E+05 2,1 4,9 7

AVENA 9,40E+05 2,1 5,0 7,1

V8 9,10E+05 2,1 4,9 7

Tr1

PDA 1,09E+07 2,2 5,1 7,3

AVENA 1,23E+07 2,5 5,7 8,2

V8 1,43E+07 2,3 5,4 7,7

Tr2

PDA 2,91E+07 2,2 5,1 7,3

AVENA 3,18E+07 2,4 5,7 8,1

V8 3,34E+07 2,3 5,5 7,8

Tr3

PDA 1,80E+07 2,2 5,1 7,3

AVENA 2,21E+07 2,4 5,7 8,1

V8 2,11E+07 2,3 5,5 7,8

HONGO MEDIO Esclerocios Día 10
Crecimiento día 

3 (cm)
Crecimiento día 

7 (cm)
Crecimiento día 

10 (cm)

Scl

PDA 9 2,4 5.9 8,1

AVENA 11 2,7 6.2 9

V8 10 2,5 5.8 8,6
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Pruebas de Antagonismo

En el primer enfrentamiento dual se evaluó el efecto antagónico de las cepas de Aspergillus sp. As1, As2 y As3 
frente a las cepas de Trichoderma sp. y se valoró según la escala de notas No. 1 (Cuadro 1). En el Cuadro 4 están 
las clases luego de valorar el efecto antagónico de cada enfrentamiento allí descrito. Se encontró que el 48,2% 
de los 27 enfrentamientos correspondieron a un crecimiento masivo de una cepa de Trichoderma sp., coloni-
zando la colonia del Aspergillus sp. Un 7,41% correspondió al crecimiento masivo de una cepa de Aspergillus sp. 
sobre Trichoderma sp. En el 29,6% de los enfrentamientos Trichoderma sp. creció en 2/3 de la caja de Petri, y en 
un 11,1% lo hicieron las cepas de Aspergillus sp. Solamente en un 3,70% de los enfrentamientos las colonias cre-
cieron ocupado prácticamente el mismo espacio sin sobreponerse las colonias (Clase 5, cuadro 1).

Igualmente, se pudo sugerir que la composición de los medios de cultivo influyó en el comportamiento de los 
promisorios antagonistas de Sclerotinia sp. cuando se evalúan conjuntamente y los antagonismos no fueron 
homogéneos en los 27 enfrentamientos duales. Es decir, en el medio de cultivo PDA la cepa As1 frente a las 
cepas Tr1 y Tr3 colonizaron aproximadamente 2/3 de la caja; con la cepa Tr2 fue diferente el comportamiento, 
creciendo en la totalidad de la caja y sobre la colonia As1. En cuanto a la cepa As2, esta creció hasta 1/3 en el 
medio de cultivo de los Tr1 y Tr2; y en el enfrentamiento con la cepa Tr3, tanto Aspergillus sp. como Trichoderma 
sp. crecieron cada uno hasta 1/3 de la caja y las colonias se mantuvieron separadas. Para la cepa As3, en los tres 
enfrentamientos contra cualquier cepa de Trichoderma sp., la colonia fue inhibida en más de un 71,9% (Figura 2).

Los resultados evidenciaron que en el medio de cultivo Jugo V8, el comportamiento fue igual por las cepas Tr1 y 
Tr2 contra las cepas As1, As2 y As3; creciendo cada Trichoderma sp. en toda la superficie del medio y reduciendo 
la colonia de cada Aspergillus sp. según los enfrentamientos. Esto mismo se observó entre en los enfrentamien-
tos de As1 y Tr3, pero el efecto antagónico entre As3 y Tr3 fue que el primero colonizó toda la colonia del segun-

Cuadro 4. Antagonismo entre las cepas de Aspergillus sp. y Trichoderma sp.

Código: cepas Hongos
Clase (Notas 1)

PDA Jugo V8 Miel-Avena

As1 vs. Tr1 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 4 Clase 1 Clase 1

As1 vs. Tr2 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 1 Clase 1 Clase 1

As1 vs. Tr3 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 4 Clase 1 Clase 1

As2 vs. Tr1 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 2 Clase 2 Clase 1

As2 vs. Tr2 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 2 Clase 2 Clase 1

As2 vs. Tr3 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 5 Clase 3 Clase 3

As3 vs. Tr1 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 1 Clase 2 Clase 1

As3 vs. Tr2 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 1 Clase 2 Clase 1

As3 vs. Tr3 Aspergillus sp./Trichoderma sp. Clase 2 Clase 4 Clase 2

Cuadro 5. Antagonismo entre los promisorios biocontroladores contra Sclerotinia sp.

Código: cepas Hongos Clase (Notas 2)

As1 Aspergillus sp. Clase 2

Tr1 Trichoderma sp. Clase 3

As2 Aspergillus sp. Clase 2

Tr2 Trichoderma sp. Clase 1

As3 Aspergillus sp. Clase 5

Tr3 Trichoderma sp. Clase 2

As1+As2+Tr1 Aspergillus sp., Aspergillus sp. y Trichoderma sp. Clase 2

As1+As2+Tr2 Aspergillus sp., Aspergillus sp. y Trichoderma sp. Clase 1

As1+As2+Tr3 Aspergillus sp., Aspergillus sp. y Trichoderma sp. Clase 3
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do, creciendo en toda la caja de Petri. En cuanto al enfrentamiento As2 y Tr3, el Aspergillus sp. creció en 2/3 de la 
caja de Petri y el Trichoderma sp. en el espacio restante sin superponerse las colonias.

En relación con los resultados obtenidos al enfrentar los hongos promisorios como biocontroladores contra 
Sclerotinia sp. de manera individual y en consorcios (Cuadro 5), la cepa As3 no tuvo un efecto inhibitorio contra el 
fitopatógeno, por el contrario, Scl generó hasta un 200% de estructuras de resistencia (Figura 2), por esto no se 
incluyó en los consorcios. En el enfrentamiento individual las cepas As1, As2 y Tr3 tuvieron un mayor porcentaje 
de inhibición sobre Sclerotinia sp., seguidos con una menor inhibición por la cepa Tr1; pero fue la cepa Tr2 quien 
logró inhibir en mayor porcentaje el fitopatógeno (Figura 2). 

Figura 2. Control de crecimiento Sclerotinia sp. en medio jugo V8.

Los resultados evidenciaron que el comportamiento de los consorcios frente al fitopatógeno en los tres medios 
de cultivo fue similar, y se encontró que el consorcio más eficiente para controlar Sclerotinia sp. fue As1+As2+-
Tr2; en donde se apreció un aumento de la esporulación en el tiempo de la cepa Tr2, seguida por el consorcio 
As1+As2+Tr1, y el consorcio As1+A2+Tr3. En este último la inhibición de Sclerotinia sp. fue hasta 1/3 de la su-
perficie de los medios de cultivo y se apreció como no se superpusieron las colonias entre sí.

En los antagonismos evaluados enfrentando las cepas promisorias como biocontroladores, en un 66,5% fueron 
dominados por las cepas del hongo Trichoderma sp. y en el 23,2% por las cepas del hongo Aspergillus sp. Según la 
literatura, esto puede explicarse por la cantidad de enzimas hidrolíticas tales como las lignocelulolíticas, quitino-
líticas, proteolíticas, y glucanolíticas producidas por Trichoderma sp., las cuales son excretadas como complejos 
enzimáticos y están involucradas en procesos como autólisis, germinación de esporas, ramificación y desarrollo 
de micelios, crecimiento de hifas, nutrición, separación de células y micoparasitismo, procesos esenciales en el 
control biológico. Igualmente, por la producción de metabolitos secundarios que cumplen funciones de super-
vivencia para los procesos de competencia, simbiosis, patogenicidad y autoprotección [40, 41]. Los hongos del 
género Aspergillus sp. también se caracterizan por producir enzimas hidrolíticas, la mayoría con gran potencial 
biotecnológico por su capacidad de degradar paredes celulares de plantas y producir ácidos orgánicos [40].

En los cultivos de los enfrentamientos entre los consorcios y el fitopatógeno no se observó la presencia de escle-
rocios sin melanina y con melanina, característicos del crecimiento de Sclerotinia sp. para su proceso de reproduc-
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ción asexual después de los 5 a 7 días de cultivo en los que normalmente se forman, de acuerdo con lo reportado 
por Sousa-Melo et al. [11]. Esto coincidió con los resultados obtenidos, puesto que en el control del fitopatógeno, 
estas estructuras se formaron a partir del octavo día de incubación. En los tratamientos mencionados no sé for-
maron esclerocios. La disminución del crecimiento del micelo de Sclerotinia sp. fue mayor empleando a Trichoder-
ma sp. y Aspergillus sp. en consorcios, pero al emplearlos en conjunto se inhibió la formación de esclerocios. Estas 
estructuras son la principal vía de infección del fitopatógeno y cuando germina puede hacerlo como micelio o 
cuerpo carpogénico. Asimismo, estas estructuras tienen la capacidad de permanecer viables por largos periodos 
de tiempo, y son resistentes a cambios adversos físicos y químicos, como a la degradación biológica [42].

La inhibición de Sclerotinia sp. por Trichoderma sp. ha sido ampliamente estudiado [33, 40-42], pero no ocurre lo 
mismo con Aspergillus sp. donde son pocos los estudios que evalúan el hongo Aspergillus sp. como antagonista de fito-
patógenos [36, 37]. En este estudio, se pudo evidenciar con los consorcios de los hongos Trichoderma sp. y Aspergillus 
sp. frente a Sclerotinia sp., que la eficiencia de inhibición del fitopatógeno causante de la podredumbre blanca es más 
eficaz al trabajar con metabolismos provenientes de estos dos tipos de hongos. Esto coincide con lo descrito por 
Cologna et al. [40], respecto al uso combinado de diversas enzimas provenientes de cuatro especies de Aspergillus 
sp. con Trichoderma reesei para establecer el grado de sacarificación de la cascara de trigo, reportando que fue mayor 
el grado de sacarificación empleando el coctel de enzimas de Aspergillus sp. y Trichoderma sp., que cuando la cascara 
de trigo fue tratada solo con el hongo T. reesei. Estos resultados apoyan la conjetura sobre la eficiencia metabólica 
al emplear combinaciones de enzimas mixtas (i.e., enzimas del metabolismo primario y metabolitos secundarios).

Análisis estadístico

El análisis del conglomerado jerárquico mediante la medida de similaridad de Jaccard permitió establecer la 
semejanza entre las relaciones antagónicas y su efecto sobre el fitopatógeno. Se obtuvo que en el consorcio 
As1+As2+Tr1 fueron mutualistas las cepas en un 95,1%, el consorcio solo logró inhibir en un 66,5% el creci-
miento de Sclerotinia sp. Individualmente, las cepas As1 y Tr1 inhibieron en un 60,6% y en un 91,0% a As2 y 
Tr1, respectivamente; datos que fueron confirmados al realizar un análisis de varianza de un factor y la prueba 
Tukey, en donde se pudo encontrar que hubo una asociación entre estas dos cepas de hasta el 60,6% (en prome-
dio), de acuerdo con la semejanza intergrupal realizada con un nivel de confianza del 95%.

Estadísticamente, el comportamiento del consorcio As1+As2+Tr2 fue similar entre las cepas con una eficiencia 
de inhibición de Scl. del 85,1% en conjunto, y de una inhibición del 95,6% y 95,11% por las cepas As1 y Tr2, 
respectivamente. Sin embargo, el grado de afinidad por estas dos cepas no fue superior al 9,66%, por lo cual en 
el tratamiento As1+As2+Tr2 contra Scl. disminuyó hasta un 12,9% el patógeno, de acuerdo con la comparación 
intergrupal de Tukey (Cuadro 6).

Se evidenció que en el consorcio As1+As2+Tr3, la inhibición no fue superior al 50,0%, aunque las cepas de As-
pergillus sp. fueron mutualistas entre ellas en un 85,7%. Sin embargo, la cepa Tr3 tuvo un crecimiento inferior 
al 28,1% y el efecto inhibidor sobre el fitopatógeno individualmente fue superior al 50,0% para cada cepa. Esto 
se evidenció en la comparación de medias porcentuales referente a la inhibición del fitopatógeno mediante un 
análisis de varianza y comparación intergrupal con prueba Tukey (Cuadro 7).

Con la prueba estadística de Tukey se corroboró que hubo un porcentaje de asociación del 66,5% entre las ce-
pas As1, As2 y Tr1, y de 87,14% entre las cepas As1 As2 y Tr2; ambos consorcios con un nivel de confianza del 
95% (Cuadro 7). Para todos los datos, se realizó una comprobación de homogeneidad, encontrando la correcta 
distribución de estos y sin variaciones atípicas al estudio realizado.

De acuerdo con el análisis de varianza y la prueba de Tukey, los tratamientos en consorcio fueron semejantes, 
aportando un grado de inhibición entre el 47,3-85,1%, en dónde se pudo encontrar que el cambio de la cepa de 
Trichoderma sp. aportó en mayor o menor grado al control del fitopatógeno, lo cual se observó en los tratamien-
tos individuales contra Sclerotinia sp., ya que los hongos As1 y Tr2 fueron mutualistas hasta en un 9,66%, razón 
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por la cual el tratamiento del consorcio As1+As2+Tr2 solo fue efectivo hasta el 85%. También para As1 y As2, y 
As2 y Tr2 hubo un grado de afinidad de hasta el 70,9%, en ambas combinaciones. 

Cuadro 6. Prueba Tukey enfrentamientos individuales contra Sclerotinia sp.

(I) Trat. (J) Trat.
Diferencia/medias 

(I-J)
Desv. Error Sig.

IC al 95%

L. Inf. L. Sup.

As1

Tr1 41,3%* 0,59% 7,62E-13 39,4% 43,2%

As2 30,4%* 0,59% 7,62E-13 28,5% 32,3%

Tr2 -0,44% 0,59% 0,99 -2,32% 1,44%

As3 83,7%* 0,59% 7,62E-13 81,8% 85,6%

Tr3 25,1%* 0,59% 7,62E-13 23,2% 26,9%

Scl 95,1%* 0,59% 7,62E-13 93,2% 96,9%

Tr1

As1 -41,3%* 0,59% 7,62E-13 -43,2% -39,4%

As2 -10,8%* 0,59% 7,62E-13 -12,7% -9,01%

Tr2 -41,7%* 0,59% 7,62E-13 -43,6% -39,8%

As3 42,4%* 0,59% 7,62E-13 40,5% 44,3%

Tr3 -16,2%* 0,59% 7,62E-13 -18,1% -14,3%

Scl 53,7%* 0,59% 7,62E-13 51,8% 55,6%

As2

As1 -30,4%* 0,59% 7,62E-13 -32,3% -28,5%

Tr1 10,8%* 0,59% 7,62E-13 9,0% 12,7%

Tr2 -30,8%* 0,59% 7,62E-13 -32,7% -29,0%

As3 53,3%* 0,59% 7,62E-13 51,4% 55,2%

Tr3 -5,33%* 0,59% 1,95E-8 -7,2% -3,4%

Scl 64,6%* 0,59% 7,62E-13 62,7% 66,5%

Tr2

As1 0,44% 0,59% 0,99 -1,4% 2,32%

Tr1 41,7%* 0,59% 7,62E-13 39,8% 43,6%

As2 30,8%* 0,59% 7,62E-13 29,0% 32,7%

As3 84,2%* 0,59% 7,62E-13 82,3% 86,1%

Tr3 25,5%* 0,59% 7,62E-13 23,6% 27,4%

Scl 95,5%* 0,59% 7,62E-13 93,6% 97,4%

As3

As1 -83,7%* 0,59% 7,62E-13 -85,6% -81,8%

Tr1 -42,4%* 0,59% 7,62E-13 -44,3% -40,5%

As2 -53,3%* 0,59% 7,62E-13 -55,2% -51,4%

Tr2 -84,2%* 0,59% 7,62E-13 -86,1% -82,3%

Tr3 -58,6%* 0,59% 7,62E-13 -60,5% -56,7%

Scl 11,3%* 0,59% 7,62E-13 9,44% 13,2%

Tr3

As1 -25,1%* 0,59% 7,62E-13 -26,9% -23,2%

Tr1 16,2%* 0,59% 7,62E-13 14,3% 18,1%

As2 5,33%* 0,59% 1,95E-8 3,44% 7,21%

Tr2 -25,5%* 0,59% 7,62E-13 -27,4% -23,6%

As3 58,6%* 0,59% 7,62E-13 56,7% 60,5%

Scl 70,0%* 0,59% 7,62E-13 68,1% 71,8%

Scl

As1 -95,1%* 0,59% 7,62E-13 -96,9% -93,2%

Tr1 -53,7%* 0,59% 7,62E-13 -55,6% -51,8%

As2 -64,6%* 0,59% 7,62E-13 -66,5% -62,7%

Tr2 -95,5%* 0,59% 7,62E-13 -97,4% -93,6%

As3 -11,3%* 0,59% 7,62E-13 -13,2% -9,44%

Tr3 -70,0%* 0,59% 7,62E-13 -71,8% -68,1%
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Por otro lado, las cepas As2 y Tr1 fueron mutualistas hasta en un 90,9%, sin embargo, As1 y Tr1 se inhibieron 
entre sí en un 60,6%, por lo que el consorcio As1+As2+Tr1 solo logró un grado de efectividad de hasta el 66,5%. 
Por último, Tr3 fue mutualista con As1 y As2 en 76,8% y 7,21%, respectivamente, por esta razón, el grado de 
control de este consorcio sobre el fitopatógeno disminuyó considerablemente hasta el 47,1%. No obstante, 
cabe resaltar que en este último tratamiento tampoco se formaron estructuras de resistencia (esclerocios), pero 
si un mayor crecimiento del micelio de Scl.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la mejor combinación de las cepas de Aspergillus sp. y Trichoderma sp. para contro-
lar el crecimiento de Sclerotinia sp. in vitro, aislado de lechugas enfermas por este fitopatógeno, es el consorcio 
As1+As2+Tr2 (eficiencia de inhibición = 85,1%), clasificación clase 1 en la escala de notas 2 modificada. Adicio-
nalmente, en el enfrentamiento individual las mejores cepas con efecto antagónico contra el fitopatógeno Scle-
rotinia sp., posiblemente son las cepas Tr2 y As1 de los géneros Trichoderma sp. y Aspergillus sp. con una inhibición 
del 95,6% y 95,1%, respectivamente, cada una de acuerdo con el análisis de similaridad de Jaccard. La inhibición 
de los esclerocios de Sclerotinia sp. por los consorcios de Trichoderma sp. y Aspergillus sp. es probablemente una 
reducción de la patogenicidad del hongo al romper el ciclo infeccioso.

Finalmente, es relevante continuar estudiando los mecanismos de antagonismo de las cepas As1, As2 y Tr2 
sobre Sclerotinia sp., la asociación metabólica del consorcio y la evaluación in vivo del consorcio como control 
biológico de Sclerotinia sp. en cultivos de lechuga (Lactuca sativa) para establecer su viabilidad y ecotoxicidad 
al pensar en un producto biológico que pueda ser empleado en el control integrado del manejo de plagas de 
cultivos de lechuga.
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Cuadro 7. Prueba Tukey consorcios contra Sclerotinia sp.

(I) # Trat. (J) # Trat.
Diferencia de 

medias (I-J)
Desv. Error Sig.

Intervalo de confianza al 95%

Lím. Inf. Lím. Sup.

Scl

As1+As2+Tr1 -64,4%* 0,71% 1,08E-12 -66,4% -62,4%

As1+As2+Tr2 -85,1%* 0,71% 1,08E-12 -87,1% -83,1%

As1+As2+Tr3 -47,3%* 0,71% 1,08E-12 -49,3% -45,2%

As1+As2+Tr1

Scl 64,4%* 0,71% 1,08E-12 62,4% 66,4%

As1+As2+Tr2 -20,6%* 0,71% 1,09E-12 -22,7% -18,6%

As1+As2+Tr3 17,1%* 0,71% 1,34E-12 15,1% 19,1%

As1+As2+Tr2

Scl 85,1%* 0,71% 1,08E-12 83,1% 87,1%

As1+As2+Tr1 20,6%* 0,71% 1,09E-12 18,6% 22,7%

As1+As2+Tr3 37,7%* 0,71% 1,08E-12 35,7% 39,8%

As1+As2+Tr3

Scl 47,3%* 0,71% 1,08E-12 45,2% 49,3%

As1+As2+Tr1 -17,1%* 0,71% 1,34E-12 -19,1% -15,1%

As1+As2+Tr2 -37,7%* 0,71% 1,08E-12 -39,8% -35,7%
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ABSTRACT 

The co-products of the amaranth starch extraction have recently aroused the 
interest of the industry, mainly due to their functional characteristics. In this 
paper, the encapsulating efficiencies of starch-enriched fraction (SEF) and na-
tive starch (NS) obtained, respectively, by dry or wet milling were studied. The 
storage humidity effect (11 to 84%, 21 days) on β-carotene retention were 
evaluated. Significant effects of amaranth protein present in SEF matrix on 
emulsification and subsequent retention of β-carotene were found. The best 
encapsulation performance was showed by ball milled starch enriched frac-
tion (SEF-BM) fraction, with up to three times of total β-carotene content in 
comparison with the NS containing matrices. The glass transition tempera-
ture (Tg) of the samples decreased with the increase in relative humidity due 
to the plasticizing effect of the water. The starch-enriched amaranth fraction 
showed a high technological potential as an encapsulating agent and its own 
protein content served as a good emulsifier-stabilizer.

RESUMEN

Los coproductos de la extracción del almidón de amaranto han despertado 
recientemente el interés de la industria, principalmente debido a sus caracte-
rísticas funcionales. En este trabajo se investigó la eficiencia de encapsulación 
de una harina (SEF) y el almidón nativo (NS) obtenidos mediante molienda 
abrasiva y húmeda, respectivamente. Se evaluaron los efectos de la humedad 
de almacenamiento (11 a 84%, por 21 días) sobre la retención del β-caroteno 
encapsulado y superficial. Se encontraron efectos significativos de la proteína de 
amaranto presente en la harina molida SEF-BM sobre la emulsificación y la pos-
terior retención de β-caroteno. La matriz SEF-BM mostró el mejor rendimiento 
de encapsulación, con tres veces el contenido total de β-caroteno en compara-
ción con las matrices que contenía NS. La temperatura de transición vítrea (Tg) 
de las muestras disminuyó con el aumento de la humedad relativa debido al 
efecto plastificante del agua, lo que provocó un aumento en su movilidad. El co-
producto SEF mostró un alto potencial tecnológico como agente encapsulante y 
sus proteínas nativas sirvieron como un buen estabilizador emulsionante.

RESUMO

As frações de amido de amaranto despertaram recentemente o interesse da in-
dústria, principalmente devido às suas características funcionais. Avaliou-se a 
eficiência de encapsulação da fração enriquecida com amido (SEF) e amido nati-
vo (NS) obtidos, respectivamente, por moagem seca e úmida. Os efeitos da umi-
dade de armazenamento (11 a 84%, 21 dias) na retenção de β-caroteno foram 
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investigados. Efeitos significativos da proteína de amaranto presentes na matriz do SEF na emulsificação e subsequente 
retenção de β-caroteno foram encontrados. A matriz SEF apresentou o melhor desempenho de encapsulação, com até três 
vezes o conteúdo total de β-caroteno comparado às matrizes contendo NS. A temperatura de transição vítrea (Tg) das amos-
tras diminuiu com o aumento da umidade relativa devido ao efeito plastificante da água, o que causou um aumento na mobi-
lidade neles. A fração de amaranto enriquecida com amido apresentou alto potencial tecnológico como agente encapsulante 
e suas proteínas nativas serviram como um bom estabilizante emulsificante.

INTRODUCTION

Carotenoid pigments are a group of compounds widely distributed in the nature and are responsible for the 
yellow, orange and red color of fruits and vegetables. The β-carotene is an important member of the carotenoid 
family, which is present in many fruits and vegetables such as carrots, squash, papaya, carambola, peach, spi-
nach, broccoli, cabbage, among others [1, 2]. Currently, the greatest interest in the carotenes is not only due to 
their pro-vitamin A activity, but also because of its diet antioxidant action, since it is able to trap and eliminate 
free radicals, reducing oxidative stress in the body [3]. In this way, when carotenes are incorporated into food to 
generate some color or to impart a functional characteristic, these remain exposed to isomerization and oxida-
tion processes that can alter them. A possible solution to prevent this problem could be the microencapsulation, 
a technique commonly used to increase the carotenoids stability [4].

Microencapsulation is a technique where sensitive ingredients are packed inside a lining material, which pro-
tects the sensitive ingredient from adverse reactions, prevents the volatile ingredients lost and allows to con-
trol the encapsulated ingredient release [5]. Microencapsulation has important applications in the food industry 
as a protective of flavors and vitamin and other sensitive food ingredients. Various techniques for functional 
ingredient microencapsulation have been developed, which have been classified according to the nature of the 
method employed. There are physical procedures that require the mechanical mixing of the active component 
with the encapsulating component followed by evaporation of the dispersing medium [6]; chemical processes 
that are based on chemical and molecular structure and, affinity between the active component and the en-
capsulating agent. The following are some processes used for encapsulation: coacervation, molecular inclusion, 
spray drying and freeze drying, among others. 

Spray drying and freeze drying are the methods commonly used to encapsulate food ingredients [6]. Through 
these methods, powder is obtained from of a liquid mixture, producing particles that protect the active material 
in matrices generally formed by polymers. These techniques are basically performed in three steps: emulsion 
preparation, homogenization and solvent removal. The first step is to disperse the active material in an agent 
encapsulant solution with which it is immiscible, the encapsulant material must have good emulsification pro-
perties, low viscosity, high solids content, in order to reducing the drying time, forming a film with a high content 
of solids around the drops of active material and increase its retention [7]. The second step is the homogeniza-
tion of the emulsion, which consists of creating small ingredient drops in the encapsulating solution, forming a 
fine emulsion; sometimes the addition of emulsifying agents is necessary to achieve a good homogenization. Fi-
nally, the solvent elimination, which can be given at high temperatures (spray drying for example) or low tempe-
ratures (lyophilization). At this stage, the mixture of active agent and encapsulant, already homogenized, enter 
the drying chamber where simultaneously the solid matrix is   formed and the solvent is removed [6,7]. Different 
cover materials are used in the food industry [8] such as gums, cellulose, proteins, and starches. 

Although, gum arabic can be an excellent covering material, due mainly its emulsifying power and volatile reten-
tion capacity, it is less industrial used because its high cost and limited sources, promoting the interest to found 
other alternative materials [9]. The search for partial or total substitutes for gum arabic increased recently, 
revaluing the use of starch as a coverage material, thanks to its abundance and low cost. However, native starch 
presents certain functional limitations that affect its efficiency and have restricted its use as an encapsulating 
agent. To overcome these functionality problems have been proposed modification techniques to adapt the 
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starch properties to the desirable conditions [10]. Advantage of these materials is their low cost, neutral flavor 
and good oxidation protection. However, as lacking emulsifying characteristics, several researchers have used 
this type of materials in combination with emulsifying agents such as gelatin, proteins of the serum and tween 
80 [11]. The aim of this work was to evaluate the behavior of β-carotene encapsulated in starchy matrices at 
different storage humilities.

METHOD

This study was carried out in the laboratories of the department of industries from university of Buenos Aires 
(Buenos Aires – Argentina) and in the laboratories of the faculty of agricultural sciences of the university of Cau-
ca (Popayan -Colombia). The experimental tests were carried out under conditions at 25°C, 1 atm and 0 msnm 
(Buenos Aires – Argentina) and 25°C, 824 hPa and 1760 msnm (Popayan)

Abrasive milling

The SEF fraction was obtained by abrasive milling using a laboratory rice mill Suzuki MT-95 (Suzuki, San Pablo, 
Brazil), which separates automatically pearled amaranth (SEF-starchy fraction yield, 70%) and bran (LPEF-li-
pid–protein fraction yield, 28%). The milling conditions were determined in preliminary trials (data not shown), 
where a milling time of 90 minutes was established for a 100 g load.

Wet milling

The amaranth grains (Amaranthus cruentus) previously obtained by abrasive milling was milled in a ball mill mo-
del PM-100 (Retsch, Haan Mettman, Germany) with one stainless steel milling cylinder (500 mL). The mace-
ration solution of 0,3 g/L of NaOH (NaOH from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) and 0,2 g/L of sodium 
dodecyl sulfate (from J. T. Baker Co., New Jersey, USA) was employed with a solution:grain ratio of 1,2:1 (mL:g). 
Wet-milling conditions were described by [12], after wet milling starch slurry was separated, then slurry was 
centrifuged and native starch (NS) was obtained, which was quickly frozen using liquid nitrogen (-196°C) and 
freeze-dried during 48 h at 56ºC and 0,04 mbar in at ALPHA 1-4 LD2 freeze dryer (Martin Christ Gefriertroc-
knungsanlagen GMBH, Germany). The SEF and NS samples previously obtained by abrasive and wet milling 
were pulverized in a planetary ball mill model PM-100 (Retsch) obtaining SEF-BM and NS-BM, respectively [12].

Matrices preparation

The (SEF-BM and NS-BM) samples were suspended in distilled water (5% w⁄w) and heated in a thermostatic 
bath (Vicking SRL, Buenos Aires, Argentina) at 95°C to gelatinize the starch. Trans-β-carotene in oil was added 
to the cooled gelatinized starch paste in a ratio of 1:50 g:g on dry basis. The ratio between the core and wall ma-
terial was chosen based on literature reports [6,11, 13]. The mixture was stirred until complete homogenization 
employing an Ultra-Turrax T18B (IKA®-WerkeGMBH & CO.KG, Staufen, Germany) at 15.500 rpm for 10 min. 
Then, the samples were quickly frozen using liquid nitrogen (-196°C) and freeze-dried at same conditions des-
cribed previously. 0,05% w/w Gelatin (Ge, from Merck KGaA, Darmstadt, Germany) was added to NS systems 
for generate emulsion.

Determination of the β-carotene content

The procedure for determining surface and encapsulated β-carotene content is based on the concept that β-ca-
rotene is lipophilic and soluble in hexane unless the rest of the matrix components. Surface β-carotene was ex-
tracted from the freeze-dried samples by washing them with 3 mL of hexane in a glass vial (5 mL) and shook in a 
Vortex-Genie 2 (Scientific Industry, Inc., Bohemia, New York, USA), at 1850 rpm for 8 min. The supernatant was 
measured at 452 nm using a spectrophotometer model V-630 UV-VIS (JASCO Inc., Maryland, USA). This wave-
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length was found to correspond to maximum absorbance of the spectrum from 200 to 600 nm and is agreement 
with previous results reported by [14]. The remaining matrix (without surface β-carotene) was dissolved by 
adding 1,5 mL of water and shook in a Vortex-Genie 2 at 1850 rpm for 2 min, in order to release encapsulated 
β-carotene. Then, the encapsulated β-carotene was extracted with 3 mL of hexane and shook in a Vortex-Genie 
2 at 1850 rpm for 6 min; the hexane fraction was measured at 452 nm. The concentration of β-carotene was 
calculated according to equation (1) and expressed as (mg/gmatrix). An average value of three replicates was 
reported along with the standard deviation.

(Ec. 1)

Where: A is the absorbance at 452 nm, MW is the molecular weight of β-carotene (536,8 g/mol), DF is the di-
lution factor, VH is the volume of hexane (0,003 L), ε is the molar extinction coefficient of β-carotene in hexane 
(145.300 L/mol cm, Rodríguez-Amaya, 2001), l is the path length (1 cm) and SM is the weight of starchy matrix 
in dry basis (0,04902 g).

Effect of storage humidity on encapsulated β−carotene

With the purpose to obtain systems with different content of water, the samples were exposed during 21 days 
at 25oC into vacuum desiccator with controlled relative humidity (RH). The salt solutions used were (analytical 
quality, Merck): LiCl (RH 11%), MgCl2 (RH 33%), MgNO3 (RH 52%), NaCl (RH 75%), KCl (RH 84%) KNO3 (RH 
97%). In relation with the storage samples to 84% RH and 97% RH were exposed for 5 days; to prevent microbial 
growth. The samples were stored at 25°C in forced air oven SR71 model (FAC SRL, Buenos Aires, Argentina). All 
samples remained in darkness to avoid any other contribution to β-carotene degradation. The β-carotene con-
centration (C) was determined in triplicate at selected times. The initial β-carotene content (C0) was measured 
immediately after freeze-drying, and the results are expressed as the percent of remaining β-carotene (C/C0, %).

Determination of water sorption isotherms

The water content was determined gravimetrically by drying at 105oC up to constant weight (AACC 44-16) in 
forced air oven SR71 model. The results were expressed in dry basis (% d.b). An Aqualab Serie 3 (Decagon De-
vices, Pullman, Washington, USA) was employed to determine the water activity. The measures were done at 
25°C by triplicate. The water adsorption curve was fitted using the GAB equation.

Differential scanning calorimetric (DSC)

Glass transition temperatures (Tg) of freeze-dried samples SEF-BM and NS-BM humidified at different relative 
humidity (11 to 97%) were determined employed a Mettler-Toledo DSC model calorimeter 822 (Schwerzen-
bach, Switzerland), calibrated with indium (156,6°C) lead (327,5°C) and zinc (419,6°C). Sample mass between 
10 mg and 15 mg, were employed and the scan rate was 10°C/min. 

Tg values obtained were modeled using the Gordon and Taylor equation [15].

(Ec. 2)

Where Tg1 and Tg2 are the starting temperatures of the glass transitions of solids amorphous and pure water 
respectively, W is the mass fraction of each component (subscript 1 for solids and 2 for water) and k is a constant 
that characterizes the effect of a second component (in this case water) on the Tg.
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Statistical analysis

Relative humidity effect on encapsulation properties was evaluated by ANOVA. To compare with control sam-
ple, it was used the Dunnet test. To determine the differences between treatments, it was used the Tukey test, 
using the Prism 6 software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). In some cases, the value-p was calcu-
lated using a t-test to analyze the differences between the samples in a more exhaustive way.

RESULTS

The SEF-BM and NS-BM samples were stored at different conditions of relative humidity controlled between 
11 and 97%. According to the relative stability diagram shown in [16] the lipid oxidation rate shows an U-type 
curve, which presents a maximum values in both low and high water activities, and a minimum between 0,3 and 
0,5. It is important to point out that the most of the works that evaluate the β-carotene stability of based on 
water content do so by studying the stability of β-carotene as a function of time once the matrix used reached 
equilibrium moisture [17]. In present research, the water content influence on the quantity and structure of 
β-carotene after humidification between 11 and 97% RH was studied, so the results obtained will not obey the 
typical curve in U, since this corresponds to relative speeds and not to a carotene content.

The figure 1 shown the β-carotene remained content. Both the surface and encapsulated β-carotene were 
affected in the same way and in a manner dependent on storage humidity, although the encapsulated β-carote-

Figure 1. Behavior of the surface and encapsulated re-
carotene remaining in the SEF and SN fractions at different 
relative humidity at 25°C dry base.
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ne content was always higher than the surface β-carotene, showing the protective capacity of the matrix. For 
both matrices, an area of greater degradation was observed between 9 and 16% d.b (with a minimum of 12% 
d.b), while the samples stored with higher humidities conserved a greater amount of β-carotene.

The fact that there are no differences between the two matrices analyzed may be due to the fact that the encap-
sulation and protection mechanisms are the same for both systems. The only difference between them is in the 
type of proteins they have (those of amaranth grain or gelatin), and obviously this does not affect the stability of 
β-carotene at different storage humidities. It is important to consider that the samples exposed to 19 and 42% d.b 
cross the area of maximum deterioration faster, which would explain the higher retention values of β-carotene.

Figure 2 shows the fine structure index (III/ II, %) for the humidified SEF-BM sample. The change in this index is 
small and similar for both the encapsulated β-carotene and surface β-carotene in the SEF sample. 

This makes it clear that deterioration mechanisms observed cause minimal changes in β-carotene (isomeriza-
tion, in this case), whether it is encapsulated.

That is, structurally, differences in water content would not be affecting the structure of β-carotene from changes 
produced by isomerizations. On the other hand, it is important to note that there was a slight reduction in the index 
values in the humidified samples with respect to the control sample (index III / II% of 37,5 ± 0,5). This reduction implies 
that there was an isomerization of β-carotene that could have been caused during the humidification time at 25°C.

Golman et al. (1983) demonstrated that the degradation of β-carotene in model matrices of microcrystalline 
cellulose vacuum dehydrated and subsequently humidified in a range of water contents between 0 and 21% 
at 35°C is due to the action of the remaining oxygen in the head space after sealing the vials. However, the de-
terioration evaluated by these authors corresponds to the degradation as a function of time once the vial was 
sealed after humidification. In that case, the degradation curve obtained is sigmoid, corresponding to a typical 
autocatalytic chain reaction, where there is a first induction period, a rapid period (propagation) and finally a 
delay or termination period [17]. The experiments shown in the figures 1 and 2, that the observed deterioration 
could be due to the oxidation generated by the oxygen in the air to which the samples were exposed when they 

Figure 2. Behavior of the stability index III/II (%) of the surface and encapsulated 
®-carotene remaining in the SEF fraction at different relative humidity at 25°C dry base.
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were taken from the lyophilizer. While that exposure was for a very short time, it could have been enough to 
start the oxidation reaction.

If the degradation kinetics of β-carotene will be studied as a function of humidification time (experiment that 
would have to be done using as many desiccators as times would be measured, so as not to expose the samples 
to the air for the time of the test) and if this kinetics followed a degradation curve of the sigmoid form, the de-
gradation mechanism could be corroborated. The figure 3 shows the deterioration caused by oxygen, which is 
more pronounced for surface β-carotene compared to encapsulated β-carotene. In this case, the oxygen pre-
sent in the head space was sufficient to cause a large oxidation of the surface carotene. Golman et al. (1983) had 
observed how the concentration of oxygen (between 1 and 20%) causes an increase in the constant kinetics of 
degradation of β-carotene.

In order to understand the influence of the structural and physicochemical properties in the matrices on the 
stability of β-carotene, different properties of sorption, mobility and transition temperatures were analyzed. 
Water activity and moisture content are parameters considered relevant in food stability, since, being exposed 
to the relative humidity of the environment can gain or lose moisture to the given equilibrium level. This move-
ment of water, in low humidity products, to reach equilibrium with the surrounding environment is identified 
with the term sorption and if the process is at a constant temperature it is possible to establish the moisture 
sorption isotherms. Thus, the isotherms can be moisture adsorption or desorption and graphically correspond 
to the content of water as a function of water activity (aw), at a certain temperature. 

Figure 4 shows the water sorption isotherms for both SEF-BM and NS-BM samples. Both systems have a similar 
isotherm to each other with the typical sigmoid form (type II isotherm), characteristic of starch-derived poly-
mers. Figure 4 shows the isotherms adjusted through the GAB model applied. The values obtained from these 
adjustments are shown in Table 1.

The GAB model takes multilayers conceptually into consideration and is the most widely used method due to 
its validity range. The GAB equation allows to obtain the monolayer sorption value (qm), which represents the 
amount of water that covers the exposed surface of the solid completely with a layer of a thick molecule [18].

The Guggenheim constant C is related to the heat of sorption of the water to the first layer of solid active sites, 
while the constant k is a factor that corrects the properties of the multilayer water molecules with respect to 
free water. Sorption values C and k found do not show significant differences between samples and were like 
those found in other starchy products [19]. Knowing the volume of a water molecule, it is possible to calculate 
the area of sorption (Sw), which is shown in Table 1. The values obtained showed no significant differences from 
each other and are in the range of starchy products. Due to the system generation process (lyophilization), the 
solute molecules were immobilized by rapid freezing and / or rapid dehydration, thereby obtaining an amor-
phous solid. One of the key parameters of study in dehydrated systems corresponds to the determination of the 
glass transition temperature (Tg). 

The determination of the Tg curve for a sample allows to have a notion of the stability regions for a given system, 
knowing the zones corresponding to the amorphous state and that of an overcooled liquid or gummy region. The 
Tg corresponds to the temperature at which the glasses begin to soften and flow [20]. Amorphous solids exist in 
a non-equilibrium state and exhibit time-dependent changes as they approach equilibrium. The appearance of 
a vitreous material is that of a brittle rigid solid characterized by a very high viscosity (around 1012 to 1014 Pa.s) 
[20]. Molecular mobility in glasses is restricted to vibrations and rotational movements of short range [20]. The 
changes that occur in the vitreous state, during the so-called “physical aging”, are extremely slow and therefore, 
the systems can be considered stable to physical and chemical changes [21]. At temperatures above Tg, the sys-
tem passes from the vitreous state to the overcooled liquids, the viscosity decreases from approximately 1012 to 
103 Pa.s, increases molecular mobility and translational movements, and in systems porous structural shrinkage 
occurs as a result of the decrease in viscosity and increased fluidity of the walls that support its structure. Due 
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Figure 3. Amount of surface and encapsulated β-carotene after 21 days at 
25°C in samples in an atmosphere of 11% relative humidity.

Figure 4. Water sorption isotherm for samples of ground starch fraction 
(SEF-BM) and native starch with ground gelatin (NS-BM) modeled by GAB.

Table 1. Parameters obtained by adjusting the water adsorption 
isotherms by the GAB model. 

Sample qm C1 K1 R2 Sw

SEF-BM 8,3±0,7 38±11 0,68±0,04 0,9935 294±25

NS-BM 7,8±0,4 29±6 0,72±0,03 0,9973 277±14

Standard error is included.
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to their potential effect of increasing the diffusion coefficient of the reagents when the glass transition occurs, 
numerous authors analyzed the effect of the reagent on the kinetics of the chemical reactions controlled by the 
diffusion of the reagents. Therefore, in order to obtain greater protection from an encapsulated labile agent, it 
is desirable that the sample is vitreous, since the rate of deterioration reactions will be low and much lower with 
respect to the gummy state.

Figure 5 shows the rescans of the thermograms obtained by differential scanning calorimetry of the NS-BM 
samples. These thermograms show a transition that moves at lower temperatures as the water content in-
creases. This transition corresponds to the Tg of the samples, which decreases due to the plasticizing effect of 
the water, causing an increase in mobility in them. Figure 6 shows the Tg curves obtained for the two systems 
analyzed as a function of the fraction of water.

As expected, the curves were very similar for the two systems, with high Tg values   for the entire range of water 
contents studied. The data obtained were adjusted with the Gordon and Taylor equation. The Tg values found 
for ground amaranth starch were 192±6°C, the value of which is consistent (although slightly lower) with the Tg 
values reported for starches from other sources 243 to 278°C for corn, 166±9°C for corn grits [22].

The lower values of Tg found could be due to the reduction in the length of the glucosidic chains, the product 
of grinding, although this was not confirmed experimentally. The constant k allows to characterize the effect of 
water on Tg. If the value of the ratio Tg

1
/Tg

2
 is high as in this case (the Tg of the second component is much lower 

than that of the first), k is also, and the second component will have a greater effect on the Tg of the first [23]. The 
values found coincide with the values reported in the literature for starches, which are in the range 3,8 to 6,2 [22].

Figure 5. Thermograms obtained by differential scanning calorimetry of humidified freeze-dried 
samples between 11 and 84% relative humidity.

The samples correspond to the systems obtained with native starch treated with ball mill (NS-BM). The 
thermograms shown correspond to the rescan. Water contents expressed in dry basis (b.s.) are reported.
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Figure 6. Glass transition temperature curve (Tg) for samples of ground starch fraction (SEF-BM) and 
native starch with ground gelatin (NS-BM) modeled by Gordon and Taylor.

Standard deviation is included.

It is important to note that in the range of 11 to 84% the samples were stored (at 25°C) above their Tg. There-
fore, the changes observed in figures 1 and 2 are not a function of a drastic change in the mobility of the system 
produced by a change of state (from vitreous to gummy) [24]. All changes observed in these figures occurred in 
the vitreous state, as well as the changes observed during thermal storage [12, 25].

CONCLUSIONS

For both matrices, an area of greater degradation between 33 and 75% RH (with a minimum of 52%) was ob-
served, while samples stored at higher relative humidity retained a greater amount of β-carotene. The fact of 
not finding differences between the two matrices analyzed may be due to the fact that both the encapsulation 
mechanism and the protection mechanism are the same for both systems. The only difference between them 
lies in the type of proteins they have (those of amaranth grain or gelatin), and evidently this did not affect the 
stability of β-carotene exposed to different relative humidity during storage.

The water sorption isotherms for the SEF-BM and NS-BM samples showed the typical sigmoid form (type II iso-
therm), characteristic of starch-derived polymers, adjusting satisfactorily using the GAB model. The glass tran-
sition temperature (Tg) of the samples decreased with the increase in relative humidity due to the plasticizing 
effect of the water. It is important to note that in the range of 11 to 84% the samples were stored (at 25°C) above 
their Tg value. Therefore, the changes observed in the stored samples cannot be attributed to a drastic change in 
the mobility of the system produced by a state transition (from vitreous to gummy). Is is concluded that the SEF 
matrix has a high potential as an encapsulating agent of hydrophobic compounds from the technological point 
of view due to the excellent physicochemical properties of the amylaceous matrix (high Tg, adequate surface of 
sorption), also exploiting the own amaranth proteins, thereby avoiding the extra addition of an emulsifier.
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ABSTRACT 

A type of sweet pepper of the species Capsicum chinense defines the Vene-
zuelan cuisine, but this has not been enough to perform detailed studies of 
production issues in this crop. To determine the influence of fruit ripening, and 
seed extraction from the fruit on seed germination of a Venezuelan type of 
Capsicum chinense, a factorial experiment with 10 replications was conduc-
ted. Influence of the six combinations between three fruit maturation levels 
(green fruits, early-ripe fruits, and totally-ripe fruits) and two seed extraction 
moments of seed from the fruits (at the same day of the harvest and seven 
days after the harvest) were evaluated on seed germination percentage and 
days number to germination. Each replication consisted of 100 seeds, and 
seed germination was recorded for ten days. Results displayed no interaction 
between fruit ripening and extraction of seed for both dependent variables, 
but significant differences (P<0,01) were recorded for germination percenta-
ge among fruit ripening levels (the same for totally yellow and fruits changing 
color, but higher than green fruits), and between separation moment of seed 
from the fruits (seven days after the harvest resulted in 80% more germination 
rate as compared to seed separated at the same day of the harvest). Significant 
differences (P<0,01) were recorded also for the number of days to germina-
tion: seeds extracted from early- and totally-ripe fruits did not have significant 
differences (P>0,05) and germinated in 7,30 days in average, but they germi-
nated faster (P<0,01) than seeds coming from green fruits which germinated 
in 8,40 days in average; seeds extracted from fruit 7 days after harvest germi-
nated in 6,50 days in average, faster (P<0,01) than seeds extracted from the 
fruit the same day of harvest (8,75 days in average). Seeds of this type of sweet 
pepper germinate more abundantly and faster when they are separated from 
ripening fruits seven days after harvest.

RESUMEN

El ají dulce de la especie Capsicum chinense caracteriza a la cocina venezolana 
por el sabor que dan sus frutos. Cabe destacar que en el cultivo hacen falta 
mas estudios relacionados con su producción. Para determinar el efecto de la 
madurez del fruto y el momento de extracción de la semilla del fruto sobre 
la germinación en un tipo de C. chinense venezolano, se llevó a cabo un ex-
perimento factorial con 10 repeticiones. Se evaluó el efecto de tres estados 
de madurez del fruto (frutos verdes, frutos en maduración temprana y frutos 
totalmente maduros) y dos momentos de extracción de la semilla del fruto (el 
mismo día de la cosecha y siete días después de la cosecha) sobre el porcentaje 
de germinación y el número de días a la germinación. Cada repetición con-
sistió de 100 semillas, y la germinación fue registrada durante 10 días. Los 
resultados no mostraron interacción entre madurez del fruto y momento de 
extracción de la semilla sobre ambas variables dependientes, pero sí mostra-
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ron diferencias (P<0,01) para el porcentaje de germinación entre los niveles de madurez del fruto (igual para frutos 
en maduración temprana y totalmente maduros, pero más alto que para frutos verdes), y entre los dos momentos de 
extracción de la semilla del fruto (siete días después de la cosecha resultó en un 80% más de germinación con respecto a 
las semillas separadas el mismo día de la cosecha). Del mismo modo se encontraron diferencias para número de días a la 
germinación: semillas extraídas de frutos en maduración temprana y frutos totalmente maduros no mostraron diferen-
cias (P>0,05), y germinaron en 7,30 días en promedio, pero su germinación fue más rápida que la de las semillas obteni-
das de frutos verdes las cuales germinaron en 8,40 días en promedio; las semillas separadas del fruto siete días después 
de la cosecha germinaron en 6,50 días en promedio, más rápido (P<0,01) que las semillas separadas del fruto el mismo 
día de la cosecha (8,75 días en promedio). Las semillas de este tipo de ají dulce germinan de manera más abundante y 
más rápidamente cuando son separadas de frutos maduros siete días luego de cosecharlos. 

RESUMO

Um tipo de pimenta doce da espécie Capsicum chinense define cozinha venezuelana, no entanto, isso não foi suficiente 
para realizar estudos detalhados de vários aspectos da produção nesta cultura. Para determinar a influência do amadure-
cimento e extração de sementes do fruto na germinação de um tipo venezuelano de Capsicum chinense, foi realizado um 
experimento fatorial com 10 repetições. Influência das seis combinações entre três níveis de maturação dos frutos (frutos 
verdes, frutos maduros e frutos totalmente maduros) e dois momentos de extração de sementes dos frutos (no mesmo dia 
da colheita e sete dias após a colheita) foram avaliados quanto à porcentagem de germinação das sementes e número de 
dias até a germinação. Cada replicação consistiu em 100 sementes e a germinação das sementes foi registrada durante 
dez dias. Os resultados não mostraram interação entre amadurecimento e extração de sementes para ambas as variáveis   
dependentes, mas foram registradas diferenças significativas (P <0,01) para a porcentagem de germinação entre os níveis 
de amadurecimento dos frutos (o mesmo para o amarelo e a mudança de cor dos frutos, mas superior ao verde frutos) e 
entre o momento da separação das sementes dos frutos (sete dias após a colheita resultou em 80% mais taxa de germi-
nação em comparação com as sementes separadas no mesmo dia da colheita). Diferenças significativas (P <0,01) foram 
registradas também para o número de dias para a germinação: as sementes extraídas de frutos maduros e totalmente 
maduros não apresentaram diferenças significativas (P> 0,05) e germinaram em 7,30 dias em média , mas germinaram 
mais rapidamente (P <0,01) do que sementes provenientes de frutos verdes que germinaram em 8,40 dias em média; as 
sementes extraídas dos frutos 7 dias após a colheita germinaram em 6,50 dias em média, mais rápido (P <0,01) do que 
as sementes extraídas dos frutos no mesmo dia da colheita (8,75 dias em média). As sementes deste tipo de pimenta doce 
germinar mais abundantemente e mais rapidamente quando separados de frutas maduras sete dias após a colheita deles.

INTRODUCTION

Pepper (Capsicum chinense Jacq.) is a species belonging to the plant family Solanaceae, which comprises herba-
ceous and perennial plants. This species domesticated in Amazonas basin [1], is grown and consumed in many 
parts of the world. It is worldwide recognized for the fruit pungency, especially by cultivar “Habanero”, however, 
C. chinense has a large genetic diversity [2], mainly in South America, including many non-pungent types. For these 
authors, Venezuelan accessions present a high genetic variability, therefore this country is considered as diversity 
center of the crop. Venezuelan cuisine is characterized by the flavor given by fruits of C. chinense [3], which belong 
to the non-pungent types. It is named “sweet pepper” in this country to differentiate it of the pungent types “chilli 
pepper”. It is used for sauce and stew elaboration for meats and fishes. Despite of the great importance of this kind 
of “sweet pepper” in Venezuela, there is a little knowledge about the crop. Some studies about horticultural mana-
gement have been carried out, such as transplant time [4], pruning [5], disease control [6], irrigation [7], however, 
there is a little knowledge about seed in this species [8], and there is no previous studies about seed germination in 
this Venezuelan type of C. chinense except the carried out for evaluating priming with potassium nitrate [9]. 

Knowledge of the conditions required for maximum germination is an important key fact to optimize plantlets pro-
duction. Farmers complain about low and uneven germination for C. chinense [9], observation indicated not only for 
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this species, but also for the five domesticated species of Capsicum genus [10]. High, fast, and uniform germination is 
desirable for planning production, therefore is necessary to get information for optimizing germination process. Seed 
germination in Capsicum genus is influenced by dormancy [11], and seed development [12], among others factors. 
Seed pre-conditioning, and priming are some of the strategies used for increasing germination in Capsicum genus 
[10, 13, 14, 15], however, for C. chinense is not known if seed development, as consequence of moment of fruit harvest 
and moment of seed extraction of the fruit, could be the cause of poor germination. These aspects are necessary to 
know them in order to be more precise to design strategies to optimize germination in “sweet pepper” C. chinense. 

The objective of this research was to determine the influence of fruit ripening, and seed extraction from the 
fruit, on germination percentage and number of days to germination of one variety of the Venezuelan type of C. 
chinense called “sweet pepper”.

METHOD 

Plant material

Thirty plantlets of “sweet pepper” of C. chinense species, belonging to the cultivar “Rosita” were obtained from 
a recognized nursery in Quibor, Lara state, Venezuela. These plantlets were transplanted individually in bags 
containing 3000 cm3 of substrate (sand and clay soil 1:1). They were irrigated twice a week until fruits used for 
the experiment were obtained. 

Seeds extraction

Each plant was considered suitable to get fruits for the experiment after 3 fruits were totally developed at the 
plant, which occurred around the day 45 since the transplant date. Fruits for each plant were harvested in the 
following way: two just when on the green fruit appeared the first light green line (these fruits were called green 
fruits), two when half of the fruit was yellow and the other half remained green (these fruits were called ear-
ly-ripe fruits), and the last two ones just when fruits became totally yellow (these fruits were called totally-ripe 
fruits). At the end, sixty green fruits, sixty early-ripe fruits, and sixty totally ripe fruits had been harvested. For 
each of the three fruit categories, half of the fruits were opened and seeds were taken (these seeds were called 
seeds extracted at day 1), and half of the fruits remained at room temperature (about 28°C) and were opened 7 
days after harvest to obtain the seed (these seed were called seeds extracted at day 7). Fruit harvest and seed 
extraction were synchronized to start germination tests for all the treatments at the same day, it means, a day 
named day 0 were harvested 30 green fruits, 30 early-ripe fruits, and 30 totally ripe fruits, for all these fruits 
seeds were kept inside of the fruits. At the day named day 8 were harvested 30 green fruits, 30 early-ripe fruits, 
and 30 totally ripe fruits, and seeds were extracted from these fruits; furthermore seeds were collected from 
fruits harvested at the day 0. 

Experiment design

A completely random experiment design with six treatments and ten replication was established in Agua Viva 
(512 meter on sea level, average temperature of 26°C, average relative humidity of 75%), Palavecino Munici-
pality, Lara state, Venezuela. The treatment design was a factorial 3x2, where main factors were Maturation of 
the Fruit and Extraction Moment of the Seed, the first one with three levels (green fruits, early-ripe fruits, and 
totally ripe fruits), and the second one with two levels (seeds separated at day 1, and seeds separated at day 7). 
Experimental units were germination chambers (anime trays 20 x 12 cm as support of paper towel, covered with 
transparent plastic cover 10 cm height), one per replication, containing 100 seeds recorded for germination.
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Germination tests 

One hundred seeds for each experimental unit were used for germination tests. Seeds were placed in germina-
tion chambers at room temperature (about 27°C in average). Germination was recorded for each experimental 
unit during 10 days, so close to the period used by Hernandez et al. (2019) [16] for evaluating germination in C. 
chinense. Germination percentage for each day, and over the ten days, was calculated. Seeds were considered 
germinated when the radicle emerged. Number of days to germination, was calculated as a weighted average 
according the amount of seeds germinated at each day.

Data analysis

Variance analysis were performed for germination each day and over all the days, and also for number of days 
to germination; considering the main factors and their interaction. Variables resulting in statistical differences 
were subjected to Tukey mean test. All the statistical analyses were performed with Statistix for Windows v. 8.0. 

RESULTS 

Evaluation of seed germination in six combinations between three fruit maturation stages and two moments of 
seed extraction from the fruits resulted in data showed in Figure 1. Germination started at day 3 for seeds coming 
from totally-ripe fruits and separated at day 7 Interaction for Maturation of the Fruit and Separation Moment of 
the Seed did not show significant differences (P>0,05) neither for Germination Percentage (for each day or over 
all the days) nor for Number of Days to Germination. Germination percentage for fourth, fifth, sixth, and seventh 
day of evaluation showed differences (P<0,01) only for Moment of Seed Separation: germination for seeds sepa-
rated of the fruit at day 7 was in average 10-fold higher (P<0,01) than germination percentage of seeds separated 
of the fruits at day 1 (Figure 2). Germination percentage accumulated on the ten days of evaluation displayed 
statistical differences (P<0,01) for both main factors (Figure 3); totally- and early-ripe fruits had germination 
over 60% while green fruits did not reach 50%. Seeds separated 7 days after fruits harvest had more than 80% of 
germination, while seeds separated the same day of the fruits harvest reached only 34% of germination. Number 

Figure 1. Germination percentage for six treatments in a Venezuelan 
type of  “sweet pepper” C. chinense during 10 days (GF is green fruits, 
ERF is Early Ripe Fruits, TRF is Totally Ripe Fruits, SE1 is Seed Extracted 
from the Fruit at Day 1, SE7 is Seeds Extracted from the Fruit at Day 7).
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of days to germination resulted also with differences (P<0,01) for the main factors evaluated (Figure 4). While 
seeds obtained from green fruit germinated in 8,40±1,49 days, seeds obtained from early-ripe fruits germinated 
in 7,56±1,48 days, and from totally-ripe fruits in 7,05±1,66 days. More evident for number of days to germination 
is the effect of moment of seed separation of the fruits: 6,50±1,28 days for seeds separated from the fruits at day 
7 after harvest, and 8,75±0,94 for seeds separated from the fruit the same day of the harvest.

Production of high quality seeds depends, among several factors, on appropriate harvest time [17]. Results of 
the present work indicate that percentage of seed germination and number of days to germination in C. chinense 
is affected by ripening of the fruits, and moment of seed separation from the fruit. Complain of farmers about 
uneven germination and low germination percentage [9, 10] could be caused by lack of uniformity in ripening le-
vel of fruits harvested to get seeds, and/or lack of uniformity in moment of seed separation from the fruits. Most 
of the attempts to overcome the problem of low germination percentage in C. chinense and other species of the 

Figure 2. Germination percentage for seeds separated of the fruit at the harvest day, and 7 days 
after harvest, at fourth, fifth, sixth, and seventh day of germination evaluation. Means represented 
with different letters showed statistical differences (P<0,01).

Figure 3. Germination percentage after ten days of evaluation, for three maturation stages of the 
fruit, and two moments of seed separation of the fruits. Means represented by the same letter 
does not have statistical differences (P>0,05)
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genus Capsicum have been based in use of adequate substrates [18], priming strategies [9, 10, 12], or studies 
about optimal seed storage [19], however, there is no reports about systematic comparison among germination 
percentages and number of days to germination of seeds coming from different ripening fruits levels or diffe-
rent moment of seed separation from the fruits. According to results of this research, green fruits should not be 
harvested to get seeds due to the low germination percentage and higher number of days to germination. Low 
germination percentage in immature fruits of C. chinense is due to the absence of some reserve substances in the 
seeds caused by insufficient physiological maturity [20]. To harvest early-ripe fruits, or totally-ripe fruits has the 
same effect on germination percentage and number of days to germination, increasing germination percentage 
in about 15% as compared to seeds coming from green fruits; and accelerating the time to obtain germination in 
about 1 day (from 8,4 days in green fruits to 7,3 days in early- and totally-ripe fruits). Maximum germination of 
seeds in the period  of 71-81 days after anthesis was found in pepper (Capsicum baccatum) seeds [17]; this result 
differs as compared to results of present work, where maximum germination occurred with early-ripe fruits, 
and this fruit state occurred about day 55 after anthesis.

Fruits and therefore seeds of these species are consumed by birds, and digestive tract acts on seed to become 
them suitable for germination [21]. It is possible that, if seeds are kept inside the fruits as in the present research, 
they are subjected to the action of some fruit metabolites which appear after fruit is harvested, it means, when 
decomposition of the fruit starts, giving the opportunity to become the seed ready to germinate, in a similar way 
as bird digestive tract acts on the seeds of C. chinense. This theory could explain the fact that seeds separated 
from the fruit 7 days after harvest had higher germination percentage and faster germination speed than seed 
which did not have the chance to be subjected to the action of the fruit metabolites. Exogenous capsaicin appli-
cation (0,1 ppm) to seeds of C. annuum increased germination percentage and shortened germination time [22], 
and, considering that the type of Venezuelan “sweet pepper” evaluated in the present work belongs to the genus 
Capsicum, it could be possible that minimal levels of capsaicin are produced in the fruit and affect percentage and 
speed of germination. Capsaicinoids levels and maximum amount produced depends, among other factors, on C. 
chinense cultivar or accessions, and they increases according to ripening of the fruit [23]. Water stress increases 
levels of capsaicinoids in C. chinense, [24] and it occurs when fruits are separated from the plant, therefore, it is a 
possible explanation about faster germination and higher germination percentage in the present work. 

CONCLUSIONS

There is not statistical interaction between ripening fruits levels and moment of seed separation from the fruits 
when germination percentage and number of days to germination were evaluated in Capsicum chinense culti-

Figure 4. Days in average to germination after ten days of evaluation, for three maturation stages of 
the fruit, and two moments of seed separation of the fruits. Means represented by the same letter 
does not have statistical differences (P>0,05)
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var Rosita, however, there are effect of these factors individually. Seeds extracted from green fruits had lower 
germination percentage (48%) and lower germination speed (8,40 days) than seeds coming from early- (65% of 
germination, 7,56 days to germination) and totally-ripe fruits (64% of germination, 7,05 days to germination). 
Seeds separated from the fruit 7 days after harvest had higher germination percentage (83% and 6,50 days) and 
faster germination speed than seeds separated of the fruits the same day of the harvest (34% and 8,75 days).
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ABSTRACT

The existence of water hyacinth proliferation in wetlands of the Canal del Dique 
(Bolívar- Colombia) causes environmental problems because there is no final 
disposal of these. Therefore, it is necessary to study alternatives for its use. The 
objective of the study was to evaluate the behavior of the aquatic hyacinth as 
an adsorbent of Cr (VI) (VI) and Hg (II) (II) in a synthetically prepared solution. 
The lignocellulosic material was dried at 80°C for 24 h to remove moisture; 
then crushed and sieved with meshes of different particle sizes; characterized 
by elemental analysis to check for the presence of cellulose, hemicellulose, and 
lignin, as well as by Fourier Transform Infrared Spectrometry to verify the exis-
tence of functional groups responsible for the adsorption process. It was found 
that the best particle size was 1 mm, with a removal percentage of 73,4 and 
79,3% for Cr (VI) and Hg (II), respectively. When establishing the adsorption 
kinetics, it was verified that the elimination percentage increases with time up 
to 5,5 h of contact with the Hg (II) solution and 3,8 h with the Cr (VI) solution.

RESUMEN

La existencia de proliferación de Jacinto acuático en los humedales del Canal 
del Dique (Bolívar-Colombia) causa problemas ambientales por no existir una 
disposición final de estos. Por lo tanto, es necesario estudiar alternativas para 
su uso. El objetivo del estudio fue evaluar el comportamiento del Jacinto acuá-
tico como adsorbente de cromo (VI) y mercurio (II) en una solución preparada 
sintéticamente. El material lignocelulósico se secó a 80°C durante 24 h para 
eliminar la humedad; luego se trituró y tamizó con mallas de diferentes tamaños 
de partículas; se caracterizó mediante análisis elementales para comprobar la 
presencia de celulosa, hemicelulosa y lignina, así como mediante espectrometría 
de infrarrojos por transformada de Fourier para verificar la existencia de grupos 
funcionales responsables del proceso de adsorción. Se encontró que el mejor ta-
maño de partícula era de 1 mm, con un porcentaje de remoción de 73,4 y 79,3% 
para el cromo y el mercurio, respectivamente. Al establecer la cinética de adsor-
ción se comprobó que el porcentaje de eliminación aumenta con el tiempo hasta 
5,5 h de contacto con la solución de mercurio y 3,8 h con la solución de cromo.

RESUMO

A existência de proliferação de jacintos de água nas zonas húmidas do Canal 
del Dique (Bolívar-Colombia) causa problemas ambientais porque não há dis-
posição final dos mesmos. Portanto, é necessário estudar alternativas para o 
seu uso. O objetivo do estudo foi avaliar o comportamento do jacinto aquático 
como adsorvente de cromo (VI) e mercúrio (II) em uma solução sinteticamente 
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preparada. O material lignocelulósico foi seco a 80°C durante 24 h para remover a humidade; depois triturado e penei-
rado com malhas de diferentes tamanhos de partículas; caracterizado pela análise elementar para verificar a presença 
de celulose, hemicelulose e lignina, bem como pela Espectrometria de Infravermelhos por Transformada de Fourier para 
verificar a existência de grupos funcionais responsáveis pelo processo de adsorção. Verificou-se que o melhor tamanho 
de partícula era de 1 mm, com uma percentagem de remoção de 73,4 e 79,3% para o crómio e o mercúrio, respectiva-
mente. Ao estabelecer a cinética de adsorção verificou-se que a percentagem de eliminação aumenta com o tempo até 
5,5 h de contacto com a solução de mercúrio e 3,8 h com a solução de crómio.

INTRODUCTION

The increase of nutrients in water bodies due to poor environmental practices in agricultural and industrial acti-
vities causes eutrophication, which affects the socio- economic and ecological development of aquatic systems 
because of invasive plant species [1, 2]. This generates a decrease in dissolved oxygen, as well as the difficulty 
for the circulation of watercraft, fishing and the limited availability of water for treatment. Among the most in-
vasive plants are the water fern (Azolla filiculoides), the Elodea (Egeria densa), and the water hyacinth (Eichhornia 
crassipes), among others [1-3].

On the other hand, the presence of heavy metals in bodies of water implies risks for human public health, given 
their non- biodegradation and high toxicity [4, 5]. The most common metals present in water are: Cadmium, 
Cobalt, Copper, Manganese, Hg (II), Nickel, Lead and Zinc; which are produced in activities such as agriculture, 
metallurgy, energy production, microelectronics, mining, sewage sludge and waste disposal [6, 7]. These pollu-
tants can affect aquatic systems through runoff, leaching and transport through mobile colloids; once released 
they dissolve to form ions or complexes, and their accumulation decreases water quality and alters the food 
chain as a consequence of the death of the species [8-10]. Several methods have been developed for the removal 
of heavy metals in solution among which stand out: chemical precipitation, chemical coagulation, oxidation, re-
duction, ion exchange, filtration, ultrafiltration, nanofiltration, adsorption (activated carbon, zeolites, silica gel), 
membrane technologies (reverse osmosis), electrochemical treatment (electrodialysis and electrocoagulation) 
and application of artificial wetlands (stabilization ponds), among others, which are costly for operating and ins-
tallation costs [11, 12]. Biosorption is a physicochemical process that allows the retention of dissolved ions by 
plant materials that trap metal ions by attracting opposite charges, thanks to their lignocellulosic nature [7, 13].

In this context, adsorbents of vegetable residual origin have been used for water cleaning, among them: tea, 
coffee waste, watermelon seed husks, ceiba fiber, palm bagasse, yam and yucca husks, peat, fly ash, cellulose, 
fungi immobilized in nanosilica, orange peels, Kikuyo, among others [14-16]. Cu, Al, As, Hg (II), Fe, Ni, Ca and Pb, 
have been removed using bioadsorbents from water buffon, finding that this biomass of lignocellulosic origin 
has good percentages and removal capacities of metal ions as well as of phenolic compounds, due to its lignoelu-
lósica nature and the presence of hydroxyl and carboxyl groups that benefits the removal [17, 18]. Therefore, 
in the present study the water hyacinth is used in the removal of Hg (II) and Cr (VI) from a synthetic aqueous 
solution in a batch system.

METHOD

Adaptation of lignocellulosic material

The experiments were carried out in the Environmental Laboratory at the Faculty of Engineering of the Univer-
sidad de Cartagena. Water hyacinth samples were used in the best possible state, from the Canal del Dique, De-
partment of Bolívar (Colombia). Longitude 75.505553 and Latitude 10.402918, at room temperature (30ºC), 1 
atm, 2 m above sea level and a relative humidity of approximately 80%. Initially, the leaves and stems harvested 
with distilled water were washed to remove soluble compounds adhered to it and impurities, which can interve-
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ne in the adsorption. Subsequently, they were dried in an oven at 80°C for 24 h and reduced in size in a knife mill 
for 20 min. Finally, it was classified into a sieve to obtain sizes of 0,355, 0,5 and 1 mm [19].

Characterization of the bioadsorbent material

The bioadsorbent material was characterized in order to identify the content of cellulose, hemicellulose by the 
TAPPI method T 203 os-74, which is a method for the determination of α-, β-, and γ-cellulose. For this, the pulp is 
extracted consecutively with 17,5 and 9,45% sodium hydroxide solutions at 25°C. The soluble fraction, consis-
ting of beta and gamma-celluloses, is determined volumetrically by oxidation with potassium dichromate, and 
alpha-cellulose, as an insoluble fraction, is obtained by difference. In general, alpha-cellulose indicates a cellulo-
se content of non-degraded molecular weight in the pulp; beta-cellulose indicates that a degraded cellulose, and 
gamma-cellulose is composed mainly of hemicellulose. 

The lignin content was determined by the TAPPI method T 222 om-83, for this the carbohydrates of the biomass are 
hydrolyzed and solubilized with sulfuric acid; the insoluble acid lignin is separated by filtration, dried and weighed. 

The functional groups responsible for the adsorption were also identified by FTIR analysis (Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy) [20, 21].

Adsorption tests

To perform the adsorption tests, a Shaking incubator IN-666 was used, which previously contained an Erlenmeyer 
with 0,5 g of biomass and solutions of Hg (II) and Cr (VI) at 100ppm with a pH of 6 and 2, which were prepared by 
adding 0,1 g of Merck brand HgCl

2
 and 0,1 g of K

2
Cr

2
O

7
 to 1 L of deionized water, respectively. We worked with 

100 mL of the solution with a concentration of 100 ppm and 0,5 g of biomass of each particle size of the biomass 
already crushed (0,355 mm, 0,5 mm and 1 mm) placing them in a Beaker with stirring for 2 hours at 150 rpm, ex-
tracting samples of 3 mL at the end of the agitation. The analysis of the final concentration of the metal in the liquid 
phase is carried out by the method of diphenylcarbazide and ammonium diocyanate at 584 and 281 nm, for Cr 
(VI) and Hg (II) respectively, in a UV-vis spectrophotometer [5,18]. The experiments were carried out in duplicate.

Kinetics and adsorption isotherms

With the best particle size selected, a test was performed to establish the kinetics. 0.5 g of the biomass was wei-
ghed and the experimental assembly was made for the adsorption; both samples (main and replica) were kept in 
the shaker for 7, 5 hours, at 150 rpm and 25°C. 

To determine the equilibrium time of adsorption, the kinetics were carried out taking aliquot of 3 mL every 30 
minutes, performing independent experiments, so as not to affect the concentration of the metals in the solu-
tion. The adsorption isotherms were applied to analyze the metal adsorption equilibrium data in the evaluated 
adsorbent, for the realization of the assays initial concentrations of 25, 50, 75 and 100 ppm were used [5,22]. 
All the tests were carried out in triplicate, taking the arithmetic average of the data, the consistency of the data 
was verified by calculating the standard deviation and the analysis of the data was made using OriginPro 8 ®.

RESULTS

Characterization of the lignocellulosic material

The results presented in Table 1 allowed corroborating the content of lignocellulosic material is high. The main 
components of the lignocellulosic materials contain a variety of functional groups that play an essential role in 
metal sorption. This feature is due to the ion exchange between positive cations and sodium, potassium, cal-
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cium, and magnesium present in the adsorbent. Being this mechanism next to the chelation, the main mechanis-
ms that cause the sorption of metals in lignocellulosic sorbents sorbents [8,23,24]. The chemical composition 
of some common lignocellulosic materials studied in the processes of metal sorption are composed of cellulose 
(30-35%), hemicellulose (20-40%), lignin (15-25%), small amounts of water, ash, and cyclic hydrocarbons. Per-
centages of components depending on the type and part of the plant, the leaves contain a lower percentage 
of cellulose (15-25%), and lignin (5-10%). However, they have a higher percentage of hemicellulose (70-80%), 
while in stones and nuts, the lignin content is higher than cellulose and hemicellulose (30-40%) [13, 15, 25, 26].

Table 2. Adsorption data of each particle size selected for Hg (II) and Cr (VI) tests.*

Particle size 
(mm)

Hg (II) Cr (VI) 

% removal q
t
 (mg/g) % removal q

t
 (mg/g)

0,355 65,59 13.318 59,88 11.976

0,50 71,96 14.392 72,20 14.44

1,00 79,28 15.856 73,41 14.68

* The data presented in the table are averaged.

Table 1. Results of the chemical analysis of the water hyacinth.

Sample Stek Sheet

Cellulose 26,94 ± 0,62 24,71 ± 0,72

Hemicellulose 27,82± 0,54 20,42 ± 0,87

Lignin 6,18± 0,32 12,91± 0,49

Evaluation of the effect of particle size

The particle size selection was carried out. The best particle size was 1 mm since was obtained the highest per-
centage of removal and adsorption capacity of both metals (Table 2). Therefore it was chosen to perform all the 
tests. The selection was based on choosing that particle size where there would be a lower absorbance, indica-
ting the lower concentration of the metal in the solution after being in contact with the biomass; this, in turn, 
indicates a higher percentage of removal [7, 27, 28].

In the size selection for adsorption, it would be expected that at a smaller particle size, there would be an increase 
in surface area and thereby a greater adsorption of the metal would be evidenced. However, the results obtained 
for the water hyacinth show that adsorption was favored for the larger particle size. It is important to note that the 
metals are located in the active sites of the biomass, which causes the pores to close as they capture the pollutant; 
these pores are made of lignocellulosic material, which degrades as it begins. To decrease the particle size, the 
active sites are destroyed and, therefore, adsorption does not occur, or at least in the expected degree [17, 29, 30].

This effect can be appreciated from the characterization carried out by FTIR analysis on the biomass after the con-
tact with hyacinth, comparing it with that made to the biomass before adsorption. The peaks around 1733,70 cm-1 
in the biomass spectrum are produced by the stretching of the C=O carbonyl group which indicates the vibration 
of the carboxyl groups of pectin, hemicellulose and lignin in the biomass studied. The stretching of C=C, possi-
bly as a result of the presence of benzene or aromatic rings in lignin, can be seen in the peaks 1615,60 cm-1 and 
1684,04cm-1. The presence of aliphatic groups can also be observed at 1558,97 cm-1. (CH), aromatic groups, the 
vibrations of methyl, methylene and methoxy groups, while in the intense band comprised between 1238,28 cm-1 
to 602,49 cm-1, the presence of alcohols and carboxylic acids is evidenced [15, 31]. When comparing the before 
and after the adsorption process, most of these peaks show an increase in the intensity and width of the bands due 
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to a variation in the frequency of adsorption. It could be attributed to the union of the ions Cr+6 with the different 
groups present in the biosorbent, as evidenced by the change of the adsorption peak to 2927,87 cm-1.

After Hg adsorption, greater peak intensity was observed around the 3000-3600 cm-1 band, corresponding to the 
hydroxyl groups and the bandwidth of 2361,93 cm-1 to CH vibration. Finally, the peaks of this range 1238,28 cm-1 
to 602,49 cm-1, which represent the groups of alcohols and carboxylic acids, are no longer shown after adsorption. 
It was concluded that the groups involved in the elimination of metals in this research are hydroxyl, carboxylic and 
aliphatic groups [9,32, 33]. These results confirm the information found in the literature for the characterization.

Statistical analysis

The results obtained from the analysis of variance (ANOVA), carried out to establish the statistical significance 
of the effect of the metal and the particle size, comparing its mean square with an estimate of the experimental 
error can be shown in Table 3. Thus, the values of the significant parameters in the process of adsorption of Cr 
(VI) and Hg (II) over water voids were obtained, and a 95% confidence level was established. 

Table 3. Analysis of variance for the adsorption capacity of Cr (VI) and Hg (II) on hyacinth.

Font Sum of sqaures Gl Half square F- value P Value

A:Metal 2,06622 1 2,06622 1,03 0,3491

B:Particle size 13,7516 1 13,7516 6,86 0,0396

AB 0,0431556 1 0,0431556 0,02 0,8881

BB 3,36831 1 3,36831 1,68 0,2424

bloques 0,970102 1 0,970102 0,48 0,5126

Error total 12,024 6 2,004

Total (corr.) 29,3795 11

Independently of the metal evaluated, the particle size of the adsorbent is the variable with the greatest positi-
ve influence on the process (Figure 1), establishing a standard error of 1,42. On the other hand, since the P-value 
is more significant than 5,0%, there is no indication of serial autocorrelation in the residues with a significance 
level of 5,0% [34, 35].

Figure 1. Pareto chart for Cr (VI) and Hg (II) removal capacity.
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Table 4. Adjustment parameters for Cr (VI) and Hg (II) deadsorption kinetic models on water bucket.

Model Parameters
Metal

Cr(VI) Hg(II)

Pseudo-First order

q
e 

(mmol/g) 13,6839 17,2437

k
1 

(min-1) 0,0769 0,1194

R2 0,9503 0,9586

Pseudo-Second order

q
e 

(mmol/g) 14,691 17,726

k
2 

(g−1 min−1) 0,0078 0,0129

R2 0,9748 0,9812

Elovich

0,5388 0,7689

21,2832 3461,69

R2 0,9699 0,9901

Intraparticle diffusion
K 12,9012 16,7988

R2 0,7961 0,8884

Figure 2. Fitting of adsorption kinetics models of Hg (II) and Cr (VI) on 
water hyacinth.

Kinetics and adsorption isotherms

Once the optimum particle size was established to perform the adsorption tests, the adsorption kinetics for 
each metal was established. For this, absorbance data were taken at different times of contact with the hya-
cinth. It was observed that as time passes, the percentage of removal of Hg (II) and Cr (VI) increases gradually 
(Figure 2), indicating the accumulation of metals in the available active sites until they are saturated. Once this 
happens, a maximum percentage of removal was obtained, and in the future a constant behavior will be obser-
ved. The percentage of removal is greater for the case of Hg (II) adsorption; taking as an example adsorption at 
100 min, where the percentage of removal of Cr (VI) is 65% and that of Hg (II) is approximately 82% [34-36].

The data obtained from the adsorption tests were fitted to the Pseudo-First Order (PFO) [6], Pseudo-Second 
Order (PSO) [9] and Elovich [11] kinetic models. Figure 1 shows the fit to the above mentioned Cr (VI) and Hg 
(II) waterbottle models.

From the adjustment of the obtained data and the correlation coefficient (R2) (Table 4), it was established that 
the Pseudo- Second Order model describes the behavior of the adsorption process. Therefore, it was establi-
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shed that Cr (VI) can be adsorbed by two active sites in the biomass and that the process occurs by chemisorp-
tion due to the formation of chemical bonds between adsorbent and adsorbate at the surface [30]. 

The Elovich model presents a good fit of the adsorption data of both metals, so it can be said that the process 
also takes place inside the particle pores of bioadsorbent materials and that their active sites are heteroge-
neous. Thus, exhibiting different activation energies throughout the adsorption process [36]. Furthermore, this 
suggests that the rate- limiting passage of this adsorption system can be controlled by chemisorption involving 
valence forces through the sharing or exchange of electrons between sorbent and sorbate [23, 31, 34].

To establish the adsorption isotherms for each metal, absorbance data were taken at different concentrations for 
the solutions in contact with the biomass, with which the adsorption isotherms were constructed according to 
the Langmuir and Freundlich models to compare them with the behavior obtained [37, 38]. For each model, their 
respective constants were found according to the adsorption of each metal, specifically, as reported in Table 5.

The constants allowed the construction of the adsorption isotherms for Cr (VI) and Hg (II) according to each 
model (Figures 3 and 4).

The isotherm that best describes the experimental behavior related to the type of adsorption is the Freundlich mo-
del (Figures 3 and 4). This model was chosen according to the highest R2 found using the OriginPro®, which allows to 

Table 5. Constants of the Langmuir and Freundlich models.

Isotherm
model

Parameters Cr (VI) Hg (II)

Langmuir

q
max

217,710 8,58

B 3,60x10-1 2,942x10-3

SS 5,985 1,92

Freundlich

Kf 5,99x10-4 0,73

1/n 2,205 0,49

SS 0,396 1,29

Figure 3. Adsorption isotherms of Langmuir and Freundlich for the 
adsorption of Hg (II).
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affirm that the adsorption of Cr (VI) and Hg (II) in the water hyacinth occurs in a microporous surface, where unlike 
the model of Langmuir does not assume the formation of a monolayer, but is applied in multiple layers of adsorption.

For this reason, it is said that there is an energetically heterogeneous distribution of the available active sites for 
the adsorption of the metal [39-42]. On the other hand, the value of Freundlich’s constant n is in the range 1-10 
for Hg (II). This indicates that the adsorption process is favorable [11], [12]

CONCLUSION

The best particle size for adsorption corresponds to 1 mm, obtaining a 79.2% removal of Hg (II) and 73,4% of the 
Cr (VI) present in the solution. By establishing the adsorption kinetics, it was found that the percentage of adsorp-
tion increases with time until the active sites available for adsorption are saturated. The saturation of the biomass 
occurred after being in contact with the solution 5,5 h for Hg (II) and at 3,8 h for Cr (VI). According to the analysis 
of the adsorption isotherms, the Freulinch absorption model was the best at fitting the data. The water hyacinth is 
a good material to remove metal contaminants such as Cr (VI) and Hg (II), present in aqueous solutions.
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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los productos agrícolas con mayor 
demanda interna en Colombia. Este cultivo es afectado por un complejo de vi-
rus que reduce los rendimientos y la calidad de los tubérculos-semilla. En este 
trabajo se evaluó la prevalencia de cinco virus de ARN (PVY, PVS, PVX, PLRV 
y PYVV) en brotes de tubérculos-semilla de origen comercial (TC) y no-co-
mercial (TNC) y en sus plantas derivadas, utilizando RT-PCR en tiempo real. 
Los resultados evidenciaron altos niveles de infección de los cinco virus en el 
material de siembra e infecciones mixtas hasta con cuatro virus en los tubér-
culos comerciales. PVY (74%) y PVS (36%) presentaron los mayores niveles 
de prevalencia en plantas derivadas de tubérculos-semilla. La combinación 
PVY+PLRV presentó el mayor nivel de prevalencia en tubérculos-semilla TC 
(24%), mientras que en TNC las combinaciones PVY+PYVV+PVS y PVY+P-
VS+PLRV se presentaron en 10% de las muestras. La afinidad filogenética de 
los virus detectados se evaluó mediante secuenciación Sanger de amplicones 
de cápside, agrupándose en subclados previamente identificados sobre sola-
náceas en Colombia. Estos resultados señalan la necesidad de tomar acciones 
urgentes que permitan mejorar los niveles de sanidad viral de los materiales de 
siembra de papa cultivados en el país.

ABSTRACT

Potato (Solanum tuberosum L.) is one of the agricultural products with highest 
internal demand in Colombia. However, this crop is affected by a virus com-
plex that have a dramatic effect in yields and on the quality of tuber-seeds. In 
this work we tested the prevalence of five RNA viruses (PVY, PVS, PVX, PLRV 
and PYVV) in tuber-seed sprouts and their corresponding plantlets using re-
al-time RT-PCR. Tuber-seeds were obtained from commercial (TC) and infor-
mal seed (TNC) distributors. Our results suggest high levels of infection with 
all five viruses in seed potatoes. Mixed infections, with up to four different 
viruses, were found with high frequency in certified or registered seed tubers. 
PVY (74%) and PVS (36%) were the most prevalent viruses using leaf tissues. 
The combination PVY+PLRV (24%) was the most common mixed infection in 
commercial tuber-seeds. In non-commercial seeds the most prevalent mixed 
infections were PVY+PYVV+PVS and PVY+PVS+PLRV at 10%. The phyloge-
netic affinity of all viruses under study was determined by partial sequencing 
of their CP genes, which confirmed their close relationship with previously 
characterized Colombian strains. These results underscore the urgent need to 
improve the health status in potato seed-tubers used by farmers in Colombia.
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RESUMO

A batata (Solanum tuberosum) é um dos produtos agrícolas com maior demanda interna na Colômbia. Este cultivo é 
afetado por um complexo de vírus que reduzem os rendimentos e a qualidade dos tubérculos-semente. Neste trabalho foi 
avaliada a prevalência de cinco vírus de ARN (PVY, PVS, PVX, PLRV y PYVV) em brotos de tubérculos-semente de origem 
comercial (TC) e não comercial (TNC) e em plantas derivadas desses brotos, usando RT-PCR em tempo real. Os resultados 
evidenciaram altos níveis de infecção dos cinco vírus no material de semeadura e infecções mistas com até quatro vírus 
nos tubérculos comerciais. PVY (74%) e PVS (36%) apresentaram os maiores níveis de prevalência em plantas derivadas 
de tubérculos-semente. A combinação PVY+PLRV apresentou o maior nível de prevalência em tubérculos-semente TC 
(24%), enquanto em TCN as combinações PVY+PYVV+PVS e PVY+PVS+PLRV foram detectadas em 10% das amostras. 
A afinidade filogenética dos vírus detectados foi avaliada por sequenciamento Sanger de amplicons da cápside, agrupan-
dose em subclados previamente identificados sobre solanáceas na Colômbia. Estes resultados indicam a necessidade de 
tomar ações urgentes para melhorar os níveis de sanidade viral dos materiais de semeadura de batata no país. 

INTRODUCCIÓN

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los más importantes en el mundo. Para el año 2018, en Co-
lombia se reportó un área de siembra de papa de 132.161 ha con un rendimiento promedio de 20,8 t/ha [1], que 
al compararse con el Reino Unido (país que cuenta con un área similar de siembra), corresponde a tan sólo un 
48% de la producción alcanzada en dicho país. Estas diferencias resultan de múltiples aspectos agronómicos, 
agroambientales y socioeconómicos; pero sin duda, un factor diferenciador es el uso de semilla certificada, que 
para países desarrollados supera el 90%, mientras que, en economías emergentes como Colombia, tan solo se 
reporta su uso en niveles de entre 0,5 y 10% [2]. Uno de los objetivos principales de los programas de certifica-
ción de semilla es limitar la incidencia de patógenos (ej. bacterias, hongos, virus y viroides) en niveles inferiores 
al umbral de daño económico. Sin embargo, en cultivos como la papa que se propagan en forma vegetativa a 
través de tubérculos, la situación es compleja, dado el proceso de degeneración de la semilla a lo largo de ciclos 
sucesivos de propagación asexual [3]. El uso masivo de tubérculos-semilla certificados ha representado para 
los países de Europa occidental y América del norte el aumento en los rendimientos de este cultivo en niveles 
del 70 al 100% [2]. En el caso de Colombia, el uso de semilla certificada para el año 2015 alcanzó sólo el 5% a 
nivel nacional y su producción está concentrada en unas pocas variedades. La mayor parte de los agricultores 
de papa desconocen las ventajas técnicas y económicas de la adopción de la semilla certificada y su alto costo en 
comparación con la semilla tradicional es un factor que limita su acceso a pequeños productores. Sin embargo, 
la cadena productiva de la papa se ha planteado como uno de los objetivos para el futuro próximo, alcanzar un 
índice de uso de semilla certificada del 20% en todo el país [4].

Entre los principales agentes causales de la degeneración del tubérculo-semilla de papa se destacan los nema-
todos (ej. Globodera spp. y Meloidogyne spp.), bacterias (ej. Ralstonia solanacearum y Streptomyces scabies), hongos 
y oomycetes (ej. Rhizoctonia solani, Phytophthora infestans), polillas (ej. Tecia solanivora y Phthorimaea operculella) 
y diferentes virus, siendo reportados para este último caso, alrededor de 40 especies en el mundo. En la actua-
lidad, los virus que presentan mayor importancia económica para el cultivo de la papa incluyen: potato leafroll 
virus (PLRV), potato virus A (PVA), potato virus S (PVS), potato virus X (PVX) y potato virus Y (PVY) [5]. En 
Colombia se han registrado como los virus de mayor importancia: PVY, PVS, PVX, PLRV, potato yellow vein vi-
rus (PYVV) y potato mop-top virus (PMTV) [6,7,8,9,10]. Adicionalmente, es frecuente el reporte de infecciones 
mixtas entre PVY, PVS, PLRV y PYVV [10]. Así, por ejemplo, en trabajos realizados sobre brotes de tubércu-
los-semilla var. Diacol Capira empleando la técnica RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) se encontraron niveles de 
infección viral del 100%, 93,75% y 83,3% para PVY, PVX y PLRV, respectivamente [7,11].

Con el fin de evaluar los niveles de infección de los virus PVY, PVS, PVX, PYVV y PLRV y sus posibles infecciones 
mixtas en tubérculos-semilla de papa var. Diacol Capira, en el presente estudio se evaluaron mediante RT-qPCR, 
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siete lotes semilla certificada o registrada (TC) comercializadas en el oriente Antioqueño y siete lotes de semilla 
no comercial (TNC) obtenidos por agricultores en sus fincas o en mercados locales; la afinidad filogenética de las 
cepas de los virus detectados fue también determinada a partir de secuencias Sanger de la cápside viral. 

MÉTODO 

Muestras

Las muestras de tubérculos-semilla de papa var. Diacol Capira fueron colectadas en los municipios del Oriente 
Antioqueño (Antioquia, Colombia): La Ceja (2200 msnm, humedad relativa 98%, 16°C, 6°01′40″N 75°25′52″O), 
La Unión (2500 msnm, humedad relativa 98%, 14,5°C, 5°58′22″N  75°21′40″O), Santuario (2150 msnm, hu-
medad relativa 97%, 15,9°C, 6°08′15″N 75°15′50″O) y Marinilla (2120 msnm, humedad relativa 98%, 16,4°C, 
6°10′28″N 75°20′20″O), y correspondieron a siete lotes de semilla comercial (certificada o registrada) (TC) en 
estado de brotación y siete lotes de semilla no comerciales (TNC) (obtenidos por agricultores en sus fincas o en 
mercados locales). Cada muestra consistió en tres tubérculos obtenidos al azar del respectivo lote de semillas, 
para un total de 42 muestras analizadas. Una vez en el laboratorio, se obtuvieron 100 mg de brotes para la 
extracción de ácidos nucleicos y los mismos tres tubérculos fueron sembrados individualmente en bolsas con 
aproximadamente un (1) kg de suelo y mantenidos bajo condiciones de casa malla antiáfidos por cuatro sema-
nas, para proceder a la extracción de sus ácidos nucleicos, pero en este caso a partir de tejido foliar.

Detección de virus por RT-qPCR

A cada una de las 42 muestras de brotes de tubérculos-semilla y el respectivo tejido foliar de las plantas man-
tenidas en casa malla, se les realizó la extracción del ARN total utilizando el método del Trizol (Thermo-Fisher 
Scientific, EEUU) a partir de 100 mg de tejido, previa maceración con nitrógeno líquido y eluído en 40 μL de 
agua tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC). Su concentración y pureza se evaluó con lecturas a 260 nm y 280 
nm en un equipo Nanodrop 2000C (Thermo-Fisher Scientific). La síntesis del ADN complementario (ADNc) se 
realizó en un volumen de 20 μL a 42°C por 1 h a partir de 200 U de la enzima RevertAid Reverso Transcriptasa 
(RT) (Thermo-Fisher Scientific), 1X de buffer RT, 0,5 mM de dNTPs, 20 U de RiboLock inhibidor de ARNasas, 
100 ng de ARN total y 100 pmol de cada primer reverso, que para el caso de PVY, PVS y PVX correspondió al 
Oligo-(dT)18; mientras que para PYVV se usó el primer qPYVV_R_CP (5’ AGG TCT CAG GAT CTG GAT CAA CT 
3’) [12] y para PLRV el primer PLRV-R (5’ GCA ATG GGG GTC CAA CTC CAA CTC AT 3’) [13]. En la amplificación 
mediante PCR en tiempo real (qPCR) se empleó el kit Maxima SYBR Green/ROX (Thermo-Fisher Scientific) con 
50-100 ng de ADNc y 0,3 μM de los primers específicos PVY-1_FP (5´ CCA ATC GTT GAG AAT GCA AAA C 3´) y 
PVY-1_RP (5´ ATA TAC GCT TCT GCA ACA TCT GAG A 3´) [14], PVS_gen_F (5’ ATG CCG CCY AAA CCA GAT CC 
3’) y qPVS_gen_R (5’ AGC ATK GCT TCY TCA TTT TGC CCT G 3’) [15], PVX_101-2_FP (5’ AAG CCT GAG CAC 
AAA TTC GC 3’) y PVX_101-2 RP (5’ GCT TCA GAC GGT GGC CG 3’) [16], PYVV_F_CP (5’ TCA GGT TAG AGC 
AGA CAG AGG 3’) y qPYVV_R_CP [14] y PLRV-Sense (5´ GCT CAA GCG AGA CAT TCG TG 3´) y PLRV-Antisense 
(5´ TTG AAT GCC GGA CAG TCT GA 3´) [17]. El programa de amplificación consistió de un paso de activación 
de la enzima a 95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 15 s y 52°C por 45 s, en un equipo Rotor-Gene 
Q-5plex (Qiagen, Alemania). Una vez finalizado el programa, se obtuvieron los valores de ciclo umbral (Ct) y 
temperatura de fusión (Tm) en el rango 50-99°C, utilizando el software del equipo. En todas las reacciones se 
incluyó un control positivo procedente de tejidos foliares infectados con cada virus evaluado y un control nega-
tivo derivado de tejidos foliares libres de virus. 

Identificación de virus por RT-PCR convencional y secuenciación Sanger 

Se realizó la amplificación de la región codificante de la cápside (CP) de al menos tres cepas de cada virus por RT-
PCR convencional y secuenciación Sanger, utilizando los primers: PVY-F (5´ ACG TCC AAA ATG AGA ATG CC 3´) 
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y PVY-R (5´ TGG TGT TCG TGA TGT GAC CT 3´) [18], PVS_gen_F y PVS_gen_R (5´ ACC TTC ART ATG ACK CCA 
AGC AAC ATG C 3´) [15], PVXF (5’ TAG CAC AAC ACA GGC CAC AG 3’) y PVXR (5’ GGC AGC ATT CAT TTC 
AGC TTC 3’) [18], PYVV_F_CP y PYVV_R_CP (5’ AGT TGC TGC ATT CTT GAA CAG G 3’) [12] y PLRV-F (5’ CGC 
GCT AAC AGA GTT CAG CC 3’) y PLRV-R (5’ GCA ATG GGG GTC CAA CTC CAA CTC AT 3’) [13]. Las reacciones 
se realizaron en un volumen de 25 μL con 1X de buffer de enzima (10X), 0,2 mM de cada dNTP,1,8 mM de MgCl

2
, 

1 U de Taq ADN polimerasa (Thermo-Fisher Scientific), 0,2 μM de los primers y 1 μL de ADNc, el cual fue obte-
nido como se describió anteriormente. El programa consistió de una desnaturalización inicial a 94°C por 3 min, 
seguido de 35 ciclos de 94°C por 50 s, 52°C por 50 s, 72°C por 1 min y una extensión final a 72°C por 5 min. Los 
amplicones del tamaño esperado para PVY (480 pb), PVS (421 pb), PVX (562 pb), PYVV (495pb) y PLRV (330 pb) 
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1,7%, suplementado con GelRed 1X (Biotium, EEUU) y 
visualizados en un equipo ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, EEUU). Las bandas fueron purificadas direc-
tamente del gel utilizando el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo-Fisher Scientific) y secuenciadas en un equipo 
ABI Prism 3730xl de la compañía Macrogen (Corea del Sur). A partir de las secuencias obtenidas se generaron 
los consensos para la región CP y su posterior alineamiento con el programa MUSCLE [19]”type”:”article-jour-
nal”,”volume”:”32”},”uris”:[“http://www.mendeley.com/documents/?uuid=9b77ccf1-aca7-4240-b826-60bc0fa-
c8720”]}],”mendeley”:{“formattedCitation”:”[20]”,”plainTextFormattedCitation”:”[20]”,”previouslyFormattedCi-
tation”:”[20]”},”properties”:{“noteIndex”:0},”schema”:”https://github.com/citation-style-language/schema/raw/
master/csl-citation.json”} con respecto a secuencias disponibles en GenBank de cepas previamente reportadas 
en Colombia y en otros países. Finalmente, dichos alineamientos fueron utilizados para generar matrices de 
identidad a nivel de nucleótidos y los análisis filogenéticos utilizando el método de Máxima verosimilitud con el 
modelo de sustitución T92+I con 1000 réplicas de bootstrap empleando el software MEGA7 [20].

Análisis estadístico 

Para el experimento de detección de virus en tubérculos y en las plantas derivadas de éstos, se analizaron los da-
tos a partir de una prueba de ANOVA con un nivel de significancia de p=0,05 utilizando la prueba Friedman, con 
el fin de detectar diferencias significativas para la detección de cada virus entre tubérculos-semilla y las plantas 
bajo condiciones de casa malla y la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (nivel de significancia de p<0,05) 
para las comparaciones entre tubérculos-semilla comerciales y tubérculos-semilla no comerciales. Estos análi-
sis se realizaron con el programa RStudio versión 3.6.3. 

RESULTADOS 

Detección de virus por RT-qPCR

De manera global, los virus PVY y PLRV fueron los de mayor prevalencia en los tubérculos-semilla evaluados, 
con niveles de 64% y 31% respectivamente; seguidos de PYVV (26%), PVS (19%) y PVX (14%) (Figura 1a). Estos 
resultados de infección viral en material de siembra de papa en Colombia se suman a los reportados por García 
et al. (2016) [7] y Mesa et al. (2016) [11], quienes encontraron para PVY una prevalencia del 100%, para PVX del 
93,75% y para PLRV del 83,3%, y resultan muy preocupantes para la agroindustria de producción de papa en 
Colombia. Al realizar nuevamente la evaluación sobre las plantas derivadas de dichos tubérculos, los porcenta-
jes de detección aumentaron en un 10% para PVY (74%), 17% para PVS (36%) y 3% para PVX (17%), mientras 
que para PYVV no se evidenció ningún incremento en la detección. Sin embargo, los análisis estadísticos no 
detectaron diferencias significativas entre ambos tipos de evaluaciones (brotes de tubérculos-semilla y tejido 
foliar de plantas) (p=0,73, p=0,17, p=1 y p=0,8, respectivamente). Una situación contraria se encontró para la 
detección del PLRV, pues en los brotes del tubérculo-semilla se detectó en el 31% de las muestras, mientras que 
en el tejido foliar de las plantas derivadas tan sólo se encontró en el 5% de éstas, lo que resultó en el hallazgo de 
diferencia estadística significativa (p=0,004) entre ambos tipos de muestras (Figura 1.b,c). 
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Al compararse los niveles de prevalencia de cuatro de los cinco virus entre las muestras TC y TNC, no se en-
contraron diferencias estadísticamente significativas entre ambas procedencias del material de siembra. Así, 
PVY se detectó con un nivel de infección de 67% (TC) y 62% (TNC) (p=0,728); PVS en 10% (TC) y 29% (TNC) 
(p=0,147); PVX en 19% (TC) y 10% (TNC) (p=0,341) y PYVV 33% (TC) y 19% (TNC) (p=0,482). Sin embargo, 
se observaron altos niveles de prevalencia de los virus en el material de siembra TC respecto a los TNC, lo que 
puede estar asociado a la selección positiva que hacen los agricultores sobre sus lotes y a problemas con la de-
tección de los virus durante el esquema de certificación de semilla [21]. 

Por su parte, los niveles de infección detectados entre dichos materiales para el virus PLRV mostraron diferen-
cia estadística significativa (p=0,01), con valores de 48% (TC) y 14% (TNC) y al compararse la detección en sus 
plantas derivadas, nuevamente ésta disminuyó a niveles del 5% para TC y TNC (Figura 1b, c). Este resultado en 
particular puede deberse al hecho que el PLRV es un virus limitado al floema de las plantas, por lo que su título 
en tejido foliar puede ser muy bajo, dificultándose su detección en el mesófilo [22], e indica la necesidad de rea-
lizar su detección en plantas directamente sobre haces vasculares como en pecíolos y tallos y preferiblemente 
en brotes de tubérculos, cuando el objetivo de la evaluación sea la certificación del material de siembra de papa.

Los análisis realizados para los valores de Ct de las pruebas de RT-qPCR, señalaron variaciones menores para 
este parámetro entre los virus detectados, tanto sobre los brotes de los tubérculos como en sus plantas deri-

Figura 1. Porcentaje (%) de muestras de brotes y plantas de papa derivadas de tubérculos-semilla comerciales 
(TC) y no comerciales (TNC) que resultaron positivas para los virus PLRV, PVS, PVX, PVY y PYVV por RT-qPCR. * 
Diferencia estadísticamente significativa empleando la prueba de Friedman.
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vadas. El virus encontrado en mayor título viral (menor Ct) fue el PVY, con un Ct promedio de 25,84 (SD=6,45) 
para los brotes de tubérculos, y de 27,8 (SD=8,03) para el tejido foliar de sus plantas derivadas; mientras que 
para PVS, PYVV, PVX y PLRV éstos valores fueron de 26,06 (SD=6,73) y 31 (SD=7,9); 31,63 (SD=5,3) y 30,71 
(SD=4,78); 32,46 (SD=3,92) y 32,51 (SD= 5,74); y 33,3 (SD=3,21) y 35 (SD=0), respectivamente. La naturaleza 
viral de los amplicones obtenidos mediante RT-qPCR fue confirmada mediante análisis de las curvas de fusión 
empleando la herramienta HRM (High Resolution Melting). La comparación de dichos valores con respecto al 
rango de temperaturas reportadas en Colombia para cada virus, correspondió a los valores esperados; así, para 
PVY se encontraron valores de Tm=77,5 ±0,6°C (77,5 ± 0,5°C, [9]); para PVS de 87,5 ±1°C (Tm= 86,96 ±1°C; 
[9]); mientras que para PVX se presentaron dos valores de Tm (80,5 ±1°C y 83,8 ± 0,5°C) correspondientes a 
dos variantes registradas para este virus (Tm= 79,5 ± 1°C y Tm= 83,7°C ± 1°C; [8]). Finalmente, para PYVV el Tm 
fue de 77,5 ±1,5°C (Tm=77,28 ± 0,6°C; [9]) y para PLRV el valor promedio de Tm fue de 80 ±0,3°C (Tm= 81,8°C 
± 0,3°C [9]). Por otra parte, todos los controles positivos empleados en el estudio resultaron en amplificaciones 
efectivas con valores de Ct inferiores a 30 y Tm correspondientes a los rangos indicados; mientras que en los 
controles negativos no se detectó amplificación para ninguno de los virus. 

Un aspecto que llama la atención de los resultados obtenidos es la ocurrencia de infecciones mixtas en los tubér-
culos-semilla evaluados y en sus plantas derivadas (Figura 2). Para brotes de tubérculos (TC), la combinación de 
PVY+PLRV presentó el mayor nivel de detección con un valor de 24%, mientras que la infección mixta PVY+PY-
VV se encontró en el 10% de las muestras y PVY+PVX, PVY+PVS, PYVV+PVX, PVY+PYVV+PLRV, PVY+PY-
VV+PVX+PLRV, PVY+PVX+PVS+PLRV en el 5% de éstas. Para el caso de las plantas derivadas de dichos tu-
bérculos-semilla (TC), se encontraron en el 10% de las plantas las infecciones mixtas: PVY+PYVV, PVY+PVS, 
PVY+PYVV+PVS y PVY+PYVV+PVX+PVS; mientras que las combinaciones PVY+PVX, PVY+PLRV, PVY+PYV-

Figura 2. Porcentaje (%) de muestras de papa con infecciones únicas y mixtas de virus en brotes y plantas derivadas de tubérculos-
semilla comerciales (TC) y no comerciales (TNC), utilizando la prueba de RT-qPCR.
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V+PVX y PVY+PVX+PVS se detectaron en el 5% de éstas. Finalmente, en el 10% de las muestras para los tubér-
culos-semilla comerciales y sus plantas derivadas no se detectó ninguno de los virus evaluados en este estudio. 
Para el caso de los tubérculos-semilla (TNC), las muestras infectadas con los virus PVY+PYVV+PVS alcanzaron 
un porcentaje de detección del 10% y en un 5% lo fueron para las combinaciones PVY+PVX y PVY+PYVV. Inte-
resantemente, la detección de PVY+PVS en estas muestras (TNC), arrojó un valor del 5% en tubérculos-semilla 
y del 24% en sus plantas derivadas. Por último, en el 19% de los tubérculos-semilla y en el 24% de sus plantas 
derivadas no se encontró ninguno de los virus bajo estudio (Figura 2).

Estos resultados evidencian que la sanidad viral de los materiales de siembra comercializados como certificados 
o registrados en el oriente Antioqueño superan dramáticamente los umbrales de detección permitidos por el 
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), entidad regulatoria en Colombia, mediante la Resolución 3168 de 
2015; aunque en dicha normativa se utiliza la observación visual de síntomas y en algunos casos la prueba de 
ELISA como referentes de evaluación. Sin embargo, es importante señalar que diversos estudios han demos-
trado que la sensibilidad de la técnica de RT-qPCR para la detección de virus en plantas puede representar con 
respecto a pruebas de ELISA, niveles de detección superiores en el rango de 10.000 a 100.000.000 veces [5,22], 
por lo que resultaría deseable que este organismo de sanidad vegetal incluya la utilización de pruebas molecu-
lares en su normatividad para certificación de semilla por su sanidad viral [23]. 

Los niveles de infección viral encontrados en material de siembra de papa, sugieren que este factor es uno de 
los que más incide en los bajos rendimientos obtenidos en Colombia para este cultivo (20,8 t/ha) [24]; pues se 
ha reportado que tubérculos infectados con PVY pueden conducir a reducciones en los rendimientos de papa 
del 20 al 50%, mientras que PVX puede ocasionar pérdidas del 10 al 50% y PVS de entre 10 y 20%. Para el caso 
de las infecciones mixtas de PVS+PVX, PVY+PVX y PVY+PLRV las pérdidas pueden incluso llagar hasta el 90% 
[9,25]. Es de resaltar que, al compararse los niveles de infección entre la semilla comercial y no comercial, ésta 
última presentó menos combinaciones de especies virales y en algunos casos menores niveles de infección, lo 
que nuevamente indica graves problemas con la producción de semilla certificada en el país y también sugiere 
un posible efecto de la selección positiva realizada por los agricultores que obtienen su propia semilla. Este 
proceso consiste en identificar plantas o lotes asintomáticos con excelentes características fenotípicas, para su 
utilización como material de siembra en el siguiente ciclo de cultivo [26]. 

Los resultados obtenidos en este estudio deben llamar la atención de los organismos de sanidad vegetal del 
país, productores de papa, semilleristas y agricultores para que tomen acciones inmediatas que ayuden a me-
jorar los niveles de sanidad viral de los materiales de siembra certificado, incluyendo aspectos claves como la 
evaluación del material in vitro y de los minitubérculos que son empleados en las primeras etapas del proceso de 
certificación, utilizando pruebas altamente sensibles como la RT-qPCR empleada en este estudio, aumentar el 
seguimiento y apoyo técnico por parte del ICA a los lotes destinados para la producción de semilla en las fases 
de campo, promover las prácticas de selección positiva en cultivos de papa y eliminar tempranamente focos de 
plantas con síntomas de infecciones virales, no sólo en lotes destinados a la producción de semilla, sino para la 
producción comercial de tubérculos.

Identificación de virus por secuenciación Sanger 

Adicionalmente a la detección de virus realizada utilizando RT-qPCR, se obtuvieron al menos tres amplicones 
de CP para los virus PVY (480 pb), PVS (421 pb), PYVV (495pb) y PLRV (330 pb) mediante RT-PCR convencio-
nal. Todas las secuencias obtenidas fueron depositadas en GenBank y los números de accesión se presentan 
en la Figura 3 Para el caso de PVX, del cual se esperaba un amplicon de 562 pb, no fue posible su obtención 
aún después de múltiples modificaciones del procedimiento de RT-PCR, lo que sugiere la necesidad de diseñar 
nuevos primers específicos, con base en los genomas de las cepas de este virus reportadas en GenBank para 
Colombia y otros países andinos. 
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Las secuencias resultantes fueron empleadas para realizar análisis de identidad genética con respecto a secuen-
cias disponibles en GenBank de cepas previamente reportadas en Colombia y en otros países (Figura 4). Para el 
virus PVY, se encontraron muy pocas variaciones entre las cuatro secuencias obtenidas (>99,3%) y se observó 
una alta afinidad filogenética con cepas de la raza PVYN (raza necrosante), compartiendo niveles de identidad de 
entre 96 y 99%, especialmente con aquellas previamente reportadas por Riascos et al. (2018) [6] y Álvarez et al. 
(2018) [27] en el departamento de Antioquia (Figura 4) en S. tuberosum y P. peruviana, respectivamente. PVY es 
considerado uno de los virus responsables de la degeneración de los tubérculos-semilla ocasionando reduccio-
nes en los rendimientos entre el 29 y 85% [2]. Con referencia al virus PVS, se encontraron niveles de identidad 
de 98,7 a 99,4% con respecto a aislamientos de PVSA y en el análisis filogenético éstas se agruparon con un 
valor de bootstrap del 100%, en el clado correspondiente al linaje Andino en conjunto con cepas infectando papa 
criolla (S. phureja) y tomate (S. lycopersicum). Por su parte, el árbol filogenético obtenido para PLRV agrupó las se-
cuencias en un subclado conformado por cepas de este virus previamente registradas en los departamentos de 
Antioquia y Nariño y obtenidas tanto sobre papa como en tomate de árbol (S. betaceum), con una identidad ge-
nética superior al 98%. Finalmente, las secuencias obtenidas para PYVV compartieron el 99% de identidad para 
la región CP con cepas aisladas de papa, papa criolla y tomate, reportadas en los departamentos de Antioquia, 
Nariño y Cundinamarca [28], adicionalmente, presentaron un 99,3% de identidad con respecto a un aislamiento 
de PYVV en lulo (S. quitoense) (Figuras 3 y 4) [29, 30]. 

Figura 3. Árboles filogenéticos generados a partir de las secuencias de la cápside viral de PVY, PVS, PLRV y PYVV procedentes de 
plantas derivadas de tubérculos-semilla del oriente antioqueño.
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CONCLUSIONES

En este trabajo utilizando la técnica RT-qPCR se detectó la infección de los virus PVY (64%), PVS (19%), PVX 
(14%), PLRV (31%) y PYVV (26%) a partir de brotes de tubérculo semilla comercial y no comercial de la var. Dia-
col Capira. Cuando se evaluaron las plantas derivadas de este material luego de cuatro semanas, dichos valores 
aumentaron para tres de los virus (PVY: 74%, PVS: 36%, PVX: 17%); permanecieron iguales para PYVV (26%) y 
disminuyeron para PLRV (5%), lo que ofrece una recomendación práctica sobre los tejidos más apropiados para 
la detección de dichos virus en material de siembra de papa.

En las evaluaciones de las infecciones mixtas de virus según el tipo de tubérculo-semilla (comercial y no co-
mercial) y el tejido empleado para su detección (brotes de tubérculo y tejido foliar de sus plantas derivadas), se 
observaron muestras que presentaban la infección de hasta cuatro virus, lo que señala la necesidad de tomar 
acciones inmediatas que ayuden a mejorar los niveles de sanidad viral de los materiales de siembra de papa 
utilizados en Colombia.

Utilizando RT-PCR convencional y secuenciación Sanger se logró obtener al menos tres secuencias de la región 
de la cápside para los virus PVY, PVS, PLRV y PYVV. Los análisis de variabilidad genética derivados de dichas se-
cuencias indicaron bajos niveles de variación entre las cepas obtenidas, y su afinidad filogenética con subclados 
previamente reportados para cada uno de estos virus en Antioquia, Colombia. 
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ABSTRACT

This article presents Scientometrics as a major element in quantitatively ad-
dressing the study of a field of knowledge. This study seeks to combine com-
plementarily and integrally the bibliometry with the technological outlook to 
obtain an image of the current state of biotechnology in a specific area. This 
contributes with a trend-setting in a socially relevant sector that currently ad-
dresses global challenges such as climate change and energy and food security. 
Through a bibliometric study, it determines the dynamics of the scientific pro-
duction, key authors, country participation and language trends in the domain 
of Biotechnology in the agricultural and agro-industrial sectors. In addition, a 
technological outlook is presented, in which, based on the analysis of trends 
in patents, the innovative state of the area is established. The main result is 
associated with the dynamics of scientific production, which according to the 
Lotka law; states that the percentage of authors who produce N articles is in-
versely proportional to a power of N. The technological outlook is consistent 
with the Latin American studies, concluding that, despite of the increasing dy-
namics, there is a poor development of technology in the sector.

RESUMEN

El presente artículo presenta la cienciometría como elemento principal para abor-
dar cuantitativamente el estudio de un campo del conocimiento. Busca combinar 
la bibliometría con el panorama tecnológico, para obtener el estado actual de la 
biotecnología en un área específica. Esto contribuye al establecimiento de ten-
dencias en un sector socialmente pertinente para abordar desafíos globales como 
el cambio climático y la seguridad energética y alimentaria. A través de un análi-
sis bibliométrico, se determinó la dinámica de la producción científica, los autores 
clave, la participación de los países y las tendencias de idioma en el dominio de 
la Biotecnología en el sector agropecuario y agroindustrial. Como complemento, 
se presenta un panorama tecnológico, en el cual, a partir del análisis de tenden-
cias en patentes, se logra establecer el grado de innovación en el área. El principal 
resultado en concordancia con la ley de bibliométrica de Lotka, establece que el 
porcentaje de autores que producen N artículos es inversamente proporcional a 
una potencia de N. El panorama tecnológico, es consistente con los estudios de 
Latinoamérica, concluyéndose que, a pesar de presentarse una dinámica crecien-
te, existe un bajo desarrollo propio de tecnología en el sector. 

RESUMO

Este artigo apresenta a cientologia como o elemento principal para abordar 
quantitativamente o estudo de um campo de conhecimento. Busca combinar 
a bibliometria com o cenário tecnológico, para obter o estado atual da bio-
tecnologia em uma área específica. Isto contribui para a definição de tendên-
cias num sector socialmente relevante para enfrentar desafios globais como 
as alterações climáticas e a energia e a segurança alimentar. Uma análise bi-
bliométrica determina a dinâmica da produção científica, autores-chave, par-
ticipação do país e tendências linguísticas no domínio da Biotecnologia no se-
tor agrícola e agroindustrial. Além disso, apresenta-se um cenário tecnológico, 
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no qual, a partir da análise das tendências das patentes, o grau de inovação na área é estabelecido. O principal resultado 
de acordo com a lei bibliométrica de Lotka afirma que a porcentagem de autores que produzem artigos N é inversamente 
proporcional a um poder de N. O cenário tecnológico é consistente com os estudos latino-americanos, concluindo que, 
apesar da dinâmica crescente, há um baixo desenvolvimento da tecnologia no setor.

INTRODUCTION

Scientometric studies quantitatively the performance of researchers, groups, institutions and countries [1,2]. It is 
a discipline that is complemented by bibliometry to evaluate the dynamics of bibliographic data associated with 
publications, such as quantity, citations, year of publication, country of origin and authors, among others [3,4,5]. 
This methodological approach analyses the technical and scientific production of Biotechnology, understood as 
the scientific and technological application to living organisms, their parts, products and models intended to mo-
dify living organisms and/or materials applied to the production of knowledge, goods and services [6,7]. 

The study is carried out through the analysis of data from scientific production and patents. In this sense, its 
main contribution is that it complements the available literature reviews, with a bibliometric and technological 
outlook [8], it provides a picture of the state-of-the-art of a specific technology to discover new tends in patents 
[9,10], in order to accomplish a more comprehensive vision of the field. It establishes trends, gaps and fields of 
low bibliometric count [11, 12].

At the macro level, previous work can be referenced from the United Kingdom, the Netherlands and China, 
which carry out bibliometric studies on science and technology indicators, in order to address their mana-
gement policies [13,14]. On the meso level, as expressed by Gaillard [15,16], the importance of such studies 
has been reflected in the characterization of the construction of external networks of scientific collaboration 
[17,18]. These meso indicators are increasingly important due to their relationship with the capacities that are 
translated into productivity and project execution [19,20]. Finally, at the micro level, there are works that eva-
luate the academic quality, productivity and potential of an institution [21], faculty [22], researcher, research 
group, journal or knowledge area [23]. It is possible to cite the contribution of Glänze et al [24], with a large 
study of Biotechnology as a domain, although, it does not focus on the agricultural and agro-industrial sectors.

It is worth noting that bibliometric and scientometric analyses have been carried out in Biotechnology to moni-
tor the progress of a country’s knowledge and research capacity [25, 26, 27], also the application of these me-
thods to analyze patterns of collaboration in the area has been carried out [28,29]. However, to the best of the 
author’s knowledge, to date, there is no significant work that similarly combines the two techniques focusing 
on the agricultural and agro-industrial sectors, thus providing a comprehensive picture of the field, which does 
not only identify aspects related to scientific production, but also manages to incorporate aspects related to the 
technological development of the area. 

In terms of social relevance, a complete characterization of the field is achieved, which is relevant to Biotech-
nology stakeholders due its close link to global challenges such as climate change, energy security [30,31], and 
food security [32,33].

The objective of the study is to identify the trends of scientific and technological research in the area, measured 
through two techniques, which involve the analysis of data related to publications and patenting. 

METHOD

An exploratory and descriptive analysis is presented, through a bibliometric analysis and a study of the technological 
outlook. Analysis unit: Scientific research and innovation products resulting of new knowledge activities and Patents. 
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Data

6412 scientific articles indexed in Scopus, classified according to the Colciencias model [34] and 16370 techno-
logical products according to international patent repositories (European Patent Office and Superintendency 
of Industry and Commerce of Colombia- SIC). Scopus is used as a database of scientific publications. The Orbit 
platform is used for the technological outlook. 

Scope 

For the bibliometric study, the period of time considered was 1952 to 2019. For the technological outlook the 
range was 1998 to 2019. For both studies the search string used was (“Biotechnology” OR “biotech”) AND 
(“Agro-industry” OR “Agricultur?” OR “Agrarian science”).

Inclusion criteria 

Scientific articles indexed in Scopus in the field of Biotechnology in the agricultural and agro-industrial sector. 
Filters were planned in to the technology outlook to include only those items of the agricultural and agro-indus-
trial theme in Biotechnology, as patents, accessible to 2019 on the Orbit Questel platform and at the Superin-
tendency of Industry and Commerce in Colombia

Exclusion criteria 

Grey literature, not available in Scopus and with different meanings or contexts.

Characterization of the field 

The contribution of Glänze et al. [24] is used: (i) plant sciences, (ii) biochemical research methods, (iii) bioche-
mistry & molecular biology (iv) biophysics, (v) biotechnology & applied microbiology, (vi) microbiology, (vii) cell 
biology, (viii) genetics & heredity and (ix) developmental biology. Subsequently, Boolean chains filters were used 
to extract only the data corresponding to the agricultural and agro-industrial sectors, using as a criterion a the-
matic sub-composition, of the agricultural sciences in: (i) agro-Livestock Sciences, (ii)forest sciences, (iii)forestry 
and (iv)aquaculture and other agricultural sciences in: (i)food agroindustry, (ii)non-food agroindustry and (iii)
biotechnology. The environment was considered generic to both sectors. 

Search string 

It was set in english, considering for the bibliometric study: the coverage of synonyms and acronyms, capture 
through the title (T), abstract (A), and keywords (K). Some elements were excluded with the use of “and”, “or” and 
truncation symbol *. The following variables were collected: iI) journal title; (ii) year; (iii) surnames and initials of 
the authors; (iv) country; (v) language of publication, and vi) type.

RESULTS

Bibliometric Study Results 

Authors Records. Of the 14367 authors found, 86,64% registered a single biotechnology publication in the 
agricultural and industrial sector, the 12,56% between 2 and 5, the 0,60% between 6, the 10, 0,17% between 11 
and 20, and the 0,03% more than 20 (see table 1). 
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Among the most representative authors, it is possible to refer to: Miller, H.I, from the Pacific Research Institute, 
San Francisco, United States with 38 products and an H index of 12 , followed by Fox, J.L from the University of 
Maryland, United States with 27 products and an H-index of 13, Zilberman, from the University of California, 
Berkeley, United States with 27 products and an H-index of 47, and Brookes, G. from the PG Economics Ltd, of 
United Kingdom with 20 items and an H index of 18.

The most cited articles, with the respective citations in the area are: 

• Inhibition of anaerobic digestion process: A review [35]: 2386.

• Plant responses to drought, salinity and extreme temperatures: Towards genetic engineering for stress 
tolerance [36]: 1794. 

• Map kinase signaling cascade in Arabidopsis innate immunity [37] :1618.

• Salt tolerance conferred by overexpression of a vacuolar Na+/H+ antiport in Arabidopsis [38]:1333. 

• Biochar as a sorbent for contaminant management in soil and water: A review, [39] :1227. 

• Hemicellulose bioconversion [40]: 13. 

• Cloned transgenic calves produced from no quiescent fetal fibroblasts [41] :1062. 

• Potential commercial applications of microbial surfactants [42] :1024. 

• Bio-ethanol - the fuel of tomorrow from the residues of today [43] :971.

• Antibiotics and antibiotic resistance in water environments [44]: 941. 

Figure 1 shows the percentage of authors who have published between 1 and 10 articles. The continuous line 
graph is obtained from the data of this study, and the dotted in-line plot is a square minimum adjustment to the 
Lotka Law [45], see Equation 1.

(Ec. 1)

Table 1. Author’s productivity . 

Number of papers Authors Articles

1 
12447 

(86,64%)
12447 

(69,47%)

2 - 5
1804 

(12,56%)
4371 

(24,39%)

6 - 10
86 

(0,60%)
630 

(3,52%)

11 - 20
25 

(0,17%)
337 

(1,88%)

> 20
5 

(0,03%)
133 

(0,74%)

  14367 17918
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Being  the percentage of authors who produced  of articles. The values obtained for the constants  and  were 
0,8388 and 3.2616 respectively (r = -0,99, p < 0,001).

Language Participation in Scientific Production. English was found as predominant with the 94,6%, followed by 
French with 2,2%, and Spanish with 0,7%. 

Countries Share. As shown in figure 2, the greatest influence is the United States with 25,6%, followed by India 
with 9,2%, the United Kingdom with 7,8% and China with 5,7%.

The overall dynamic of production in this field of knowledge is shown in Figure 3. Growth is evident after 1999 
and it presents two peaks; one in 2012 with 352 articles and another in 2017 with 366. In 2006, a sharp decline 
was observed, but then a remarkable recovery was seen until 2012.

Figure 1. Least squares adjustment between the data obtained in the study and the 
Lotka Law.

Figure 2. Country share in scientific production [46].
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International Journals Participation. The 17918 Scopus articles are distributed in about 147 journals.

The 10 journals with the highest percentage of publications are: Applied Microbiology and Biotechnology 
(4,4%), Biofutur (3,4%), Bioresurce Technology (2,4%), Biotechnology Advances (2%), Current Opinion in Bio-
technology (1,7%), International Journal of Biotechnology (1,6%), Nature (1,3%), Nature Biotechnology (1,1%), 
Science (1%) and Trends in Biotechnology (1%).

Results of the Technologic Outlook 

To obtain the results, the tool provided by Orbit Questel was used, in two scopes, international and national, 
described below. 

Results of The International Technology Outlook 

Dynamics. In conducting the study in an international field, as shown in Figure 4, it was found that the first in-
ventions related to the area of study, evidenced through patent applications, date back to 1999. Between that 
year and 2007 the technological performance was in the emerging stage, from there to the present it can be said 
that the technology is in the stage of growth. 

Figure 3. Dynamics of the scientific production. [46]

Figure 4. Evolution of the International Patent publications. Source: Orbit Questel.
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Technological leadership by countries in the international context. The United States has 7595 inventions and 
5729 patents on the subject, China 5687 inventions and 5413 patents, South Korea 904 inventions and 1434 
patents and the European Patent Office 732 inventions and 2133 patents.

Technological leadership by organizations in the international context

The main proponents are: Monsanto with 3102 patent applications, followed by Dupont Pioneer with 1618, 
BASF with 1378, The Institute of the Chinese Academy of Agricultural Sciences with 1314, Syngenta with 752, 
The University of California with 703, Bayer with 683, Dow Agrosciences with 657 and Novozymes with 623. 

International Patent Codification-IPC of the field. The main IPC codes found are: 

C12N: Biocides, fertilizers, propagation, cultivation or conservation of microorganisms; A01H: New plants or 
processes to obtain them; plant reproduction by tissue obtaining techniques; C12Q: Measurement or testing 
processes with enzymes, nucleic acids or microorganisms; C07K: Genetic engineering processes to obtain pep-
tides; C12P: Fermentation processes or processes that use enzymes for the synthesis of a chemical compound; 
A01N: Conservation of human or animal bodies or plants or their parts; G01N: Investigate or analyze materials 
by determining their chemical or physical properties; C12M: Facilities for fermenting manure, preservation of 
live parts of humans or animals; brewing and fermentation apparatus for wine; vinegar-making apparatus; C07H: 
Processes for the preparation of sugar derivatives based on the Genetic Engineer with DNA or RNA; C05F: Was-
te or waste fertilizers, i.e. organic fertilizers; C02F: Treatment of water, wastewater or sludge (processes to redu-
ce harmful effects); A23K: Animal feed specially adapted for animals; Methods adapted for production.

Technology outlook in the national context

National Technologic Dynamic. Figure 5 shows patent applications for Biotechnology in the agricultural and 
agro-industrial sectors. This dynamic began in 1999 in Colombia, and it shows greater consistency in 2004 and 
an increase in 2018.

National technological leadership by countries. In patent application by country in Colombia, there are: United 
States with 1243 applications, Germany with 748, Japan with 259, Switzerland with 228, United Kingdom with 
116, France with 65, Israel with 56 and Netherlands with 42. 

National technological leadership by organizations. The main applicants are BASF SE with 2995 applications, 
Bayer AG with 559, Dow Agrosciences LLC with 353, Syngenta Limited with 200, Monsanto Technology with 

Figure 5. Number of Patent Applications in SIC.
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64, Sumitomo Chemical with 64, Ishihara Sangyo Kaisha with 41, Fmccorporation with 39, Wyethllc with 36, 
Dupont Corporation with 31, Boehriger Ingelheim with 21 and Novartis Ag with 24. 

It was found a technological trend for the country directed towards Biocides, herbicides, pesticides, and fertilizers 
regulating pests for plant growth, genetically modified varieties and technologies for obtaining plants through tis-
sue cultivation. The inventive activity of Colombian organizations such as the Eafit University, Colombian Agricul-
tural Research Corporation– Agrosavia, University of Antioquia and the Universidad del Norte Foundation. 

This study analyzed bibliometric indicators such as authors’ productivity, transitorily and growth. According to Lo-
tka’s bibliometric law, the number of authors with few articles, i.e. from 1 to 2, is greater than that of those who pu-
blish many articles. As expressed by Lotka It can be said that in this distribution 4 levels of productivity are obtained: 
level 1 small (1), medium level 2 (2-9), level 3 large (10-19) and maximum producers (more than 20 papers) [47,48]. 

The scientific production indicators on studies in the area of Biotechnology at the global level, have reported 
significant growths [49]. The results obtained in this study with respect to this dynamic, which would be expec-
ted to be reflected later in disciplinary development, showed a post-1999 growth trend and two peaks or hikes; 
one in 2012 and one in 2017. The production in this sector in Latin America has grown in recent years, however, 
the gap between developing and developed countries is evident, since Latin America has limited technological 
capabilities, in this sense, the production of patents in Latin America is lower, which leads to analyze their trend 
and look for strategies to promote technological innovation [50].

Regarding the results obtained with respect to the most technology-supporting countries in the field, The most 
representative was the United States, followed by India, the United Kingdom and China with much smaller shares. 
This is reflected in the fact that the economy of these developed countries depends on technology, while develo-
ping countries depend on natural resources [10]. For developing countries to strengthen their industries, they must 
develop plans and policies, and invest in capacity to deploy biotechnology advances across their value chain [51].

Referring to the dynamics of these patents in Colombia, initiated, most forcefully in 2004, presenting the peak of 
the greatest representativeness in 2018, it can be commented, that the studies undertaken by the Argentine Cen-
ter for Scientific and Technological Information (CAICYTCONICET) and described by Barrere [52], demonstrate 
that the technological development measured through patents is very poor for the Ibero-American region when 
compared to the main countries of the world. According to the author, the growth of this period was precisely due 
to an international expansion in the field of Biotechnology that influenced the development of Ibero-America. 

To comment on the weak technological leadership of organizations, where patents applications in the national 
territory are mostly granted to international organizations, according to Barrere [52], in the referenced deve-
lopment, the presence of organizations is below the individual inventors. At the Ibero-América level this trend 
is based on the weakness of a strong business network that enhances patenting, linked to a relative strength 
or tendency to train researchers and technologists. In this sense, Colombia is not representative, giving the 
first places to Argentina, Chile, Brazil and Mexico. In the case of the agricultural sector, this analysis at the Ibe-
ro-America level reports that patents related to genetically modified organisms predominate and correspond to 
the authorship of multinational companies and not to R&D-funded activities in the countries where they have 
been awarded. It should be noted that within patent applicant organizations, some of the academic sector were 
found, which supports Barrere’s statements [52]. 

CONCLUSIONS

The focus of this study was the quantitative analysis and research and technological trends in the area of Bio-
technology in agriculture and agro-industry. Despite international comparisons, the current study indicated a 
notable increase in the number of publications and patents at the international level in recent years, because, 
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in the agricultural and agricultural sector, biotechnology has played an important role in sustainability of pro-
duction [53], through the development of technologies that promote conserving soil characteristics, increasing 
crop productivity and increasing pest resistance [54].

Colombia is considered as a potential market for countries such as the United States, Germany, Japan, Switzer-
land and the United Kingdom, as well as for companies such as Bayer Ag that markets sanitary and agricultural 
products [55], Dow Agroscience offering products such as insecticides, herbicides, fumigants and other chemicals, 
Syngenta AG that produces herbicides, insecticides, fungicides and seeds for field crops, vegetables and flowers 
Sumitomo Chemical Co Ltd that offers chemicals, petrochemicals and fine chemicals, intermediate pharmaceuti-
cals and agrochemicals and Monsanto offering seeds, herbicides and technologies related to the field [55]
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RESUMEN

El virus del mosaico del pepino (CMV) es un agente limitante en la producción 
y calidad de cultivos agrícolas cuya inoculación efectiva y diagnóstico confiable 
son esenciales para implementar estrategias de manejo adecuadas y oportunas. 
Se evaluaron dos protocolos para la inoculación del CMV en plantas indicadoras 
(Nicotiana benthamiana y N. tabacum cv. Xanthi) y diferentes métodos de detec-
ción de este virus. La infección de plantas con CMV se logró mediante transmisión 
mecánica e infiltración. La presencia del virus se confirmó mediante la expresión 
de síntomas, serología (ImmunoStrip®), RT-PCR y por secuenciación. Los resulta-
dos confirmaron la efectividad del método de transmisión mecánica, en el cual, 
las plantas infectadas presentaron sintomatología asociada con el virus 15 días 
después de su inoculación. La prueba serológica permitió detectar la presencia 
del patógeno solo en las plantas de N. benthamiana, mientras que la prueba de 
RT-PCR en todas las plantas evaluadas. Los resultados de secuenciación mostra-
ron altos valores de identidad nucleotídica con las secuencias reportadas en el 
NCBI para este virus. La transmisión mecánica fue el método más efectivo para 
la inoculación del CMV y las técnicas de análisis molecular fueron más sensibles y 
confiables para su identificación, en comparación con la prueba serológica.

ABSTRACT

The cucumber mosaic virus (CMV) is a limiting agent in the production and quality 
of agricultural crops whose effective inoculation and reliable diagnosis are essential 
to implement suitable and timely management strategies. Two protocols for CMV 
inoculation (Nicotiana benthamiana and N. tabacum cv. Xanthi) as indicator plants 
and different virus detection methods were evaluated. Infection of plants with CMV 
was achieved by mechanical transmission and infiltration. The presence of the virus 
was confirmed by expression of symptoms, serology (ImmunoStrip®), RT-PCR and 
by sequencing. The results confirmed the effectiveness of the mechanical transmis-
sion. The infected plants showed symptoms associated with the pathogen 15 days 
after inoculation. The serological test allowed detecting the presence of the patho-
gen only in N. benthamiana plants, while the RT-PCR test in all evaluated plants. 
The sequencing results showed high nucleotide identity values with the sequences 
reported in the NBCI for this virus. Mechanical transmission was the most effective 
method for CMV inoculation, and molecular analysis techniques were more sensi-
tive and reliable for CMV identification, compared to serological test.

RESUMO

O vírus do mosaico do pepino (CMV) é um agente limitante na produção e 
qualidade das culturas agrícolas cuja inoculação eficaz e diagnóstico confiável 
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são essenciais para implementar estratégias de manejo adequadas e oportunas. Foram avaliados dois protocolos de 
inoculação de CMV em plântulas indicadoras (Nicotiana benthamiana e N. tabacum cv. Xanthi) e diferentes métodos 
de detecção do vírus. A infecção com CMV foi obtida por transmissão mecânica e por infiltração. A presença do vírus foi 
confirmada pela expressão dos sintomas, serologia (ImmunoStrip®), RT-PCR e sequenciamento. Os resultados confir-
maram a eficácia da transmissão mecânica, no qual plântulas infectadas apresentaram sintomas associados ao vírus 15 
dias após a inoculação. O teste serológico permitiu detectar a presença do patógeno apenas nas plantas de N. bentha-
miana, enquanto o teste RT-PCR em todas as plantulas avaliadas. Os resultados do sequenciamento mostraram altos 
valores de identidade de nucleotídeos com as sequências do vírus no NCBI. A transmissão mecânica foi o método mais 
eficaz para a inoculação do CMV e as técnicas de análise molecular foram mais sensíveis e confiáveis   para identificação 
do CMV, em comparação com os testes serológicos.

INTRODUCCIÓN

Los virus, son los patógenos vegetales más importantes, después de los hongos [1]. Estos agentes biológicos 
provocan daños en muchos cultivos de interés agrícola [2], generando pérdidas económicas de miles de millones 
de dólares en todo el mundo [3]. Los cuatro virus vegetales más importantes desde el punto de vista científico y 
económico son: Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato yellow leaf curl virus (TYL-
CV) y Cucumber mosaic virus (CMV) [4]. En Colombia se reportado la presencia del CMV en herbáceas (plátano, 
banano) [5], hortalizas (pepino, pimentón) [6], y frutales como lulo [7], entre otros. 

El CMV es probablemente uno de los patógenos vegetales más exitosos, ya que puede afectar a más de 1.200 espe-
cies de plantas [8]. Este virus es transmitido por los pulgones de manera no persistente [8], los cuales han sido uti-
lizados como vectores para transmitir patógenos virales en condiciones ambientales controladas, sin embargo, su 
tasa de trasmisión es muy baja [9], lo que los hace poco prácticos a gran escala. Por su parte, la transmisión mecáni-
ca con savia infectiva, por medio de la inoculación, es la estrategia más utilizada en estudios de virus vegetales [10].

La transmisión mecánica efectiva ocurre si el virus puede replicarse en las células epidérmicas infectadas, y 
luego moverse a otros tejidos de la planta en donde pueda desarrollar centros infecciosos [11]. Se sabe que 
el CMV puede transmitirse mecánicamente e infectar plantas de manera eficiente, ya que su genoma codifica 
proteínas involucradas en el movimiento de célula a célula, así como también movimientos a través de los haces 
vasculares [12]. El genoma de este virus consta de tres segmentos de ARN monocatenarios de sentido positivo 
(ARN 1, ARN 2 y ARN 3). El ARN 1 (3,4 kb) y el ARN 2 (2,2 kb) codifican para la expresión de las proteínas 1a y 2a 
respectivamente, las cuales están involucradas en la replicación y transcripción del virus. El ARN 2 igualmente 
codifica para la síntesis de la proteína 2b la cual participa en la supresión del silenciamiento genético, y el ARN 3 
(3,0 kb) codifica para proteínas de la cápside y del movimiento [13]. 

Debido a estas propiedades genómicas, el CMV causa un deterioro del estado normal de la planta, modifican-
do o interrumpiendo funciones vitales (germinación transpiración, y fotosíntesis) [14]. Estas alteraciones del 
desarrollo en la planta a menudo conllevan a síntomas específicos como mosaicos, moteados, distorsión de la 
estructura de las hojas, y retraso en el crecimiento de las plantas afectadas [12]. Sin embargo, los síntomas pue-
den confundirse con aquellos causados por estrés biótico (infección por otros patógenos, daños por plagas) o 
por factores abióticos (condiciones climáticas desfavorables, desequilibrios nutricionales) [15]. Por lo tanto, un 
diagnóstico preciso y eficiente de este virus en etapas tempranas de la enfermedad representa una tarea impor-
tante y necesaria a la hora de implementar un manejo eficiente [16].

Actualmente, existen diferentes métodos orientados a la detección de virus, los cuales se basan en el empleo 
de microscopía electrónica, en técnicas serológicas y en enfoques moleculares. La microscopía electrónica es 
limitante debido a que solo determina la morfología de la partícula viral [17], las técnicas serológicas tienen una 
sensibilidad limitada, lo cual genera posibles inconvenientes a la hora de hacer la detección viral [18], y las téc-
nicas moleculares, por su parte, permiten una detección más eficiente y sensible, superando las limitaciones de 
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las técnicas tradicionales y serológicas [19]. Sin embargo, este último tipo de análisis depende, en gran medida, 
de la calidad del ARN extraído, lo cual puede eventualmente limitar su uso [20].

El objetivo principal de esta investigación fue evaluar, bajo condiciones controladas, la efectividad de dos méto-
dos de inoculación del CMV en plantas indicadoras, y tres técnicas de diagnóstico. 

MÉTODO

Los ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnología vegetal de la Universidad de Caldas, en la ciu-
dad de Manizales-Caldas, ubicado a una altitud de 2.153 msnm y cuyas condiciones ambientales promedio son 
temperatura de 19°C y humedad relativa de 80%. 

Las semillas de plantas indicadoras de Nicotiana benthamiana y N. tabacum L. cv Xanthi fueron proporcionadas 
por el Dr. Sadao Kobayashi del Centro de Investigación Tibaitatá (Agrosavia), y la cepa viral del CMV proporcio-
nada por el Dr. Wilmer Cuellar, director de la Unidad de Virología del Centro Internacional de Agricultura Tropi-
cal-CIAT (Palmira-Valle del Cauca). Las plantas indicadoras crecieron en una cámara de ambiente semi-contro-
lado cuyo rango de temperatura fue de 22 a 26ºC, humedad relativa de 60 a 80% y fotoperiodo de 16/8 horas 
(luz/oscuridad). La siembra y establecimiento del material vegetal de ambas especies consistió en una etapa de 
pre-germinación de las semillas sumergidas en agua, en condiciones de luz constante durante tres días. Como 
sustrato se empleó una mezcla de arena y tierra estériles en proporción 1:2.

Inoculación del CMV

El inóculo del CMV fue preparado a partir de una muestra liofilizada de material vegetal infectado, del cual se 
tomó 0,1 g de tejido y se maceró con 1,5 mL de agua destilada estéril con la ayuda de un mortero mantenido a 4ºC. 

Para los tratamientos se evaluaron 24 plantas indicadoras de ocho semanas de edad (12 de N. benthamiana y 12 
de N. tabacum) e igual número de plantas para el control. La inoculación del CMV se realizó sobre hojas con un 
diámetro comprendido entre 1,5 y 3,0 cm, empleando dos procedimientos. El primero fue la transmisión me-
cánica frotando suavemente la savia con la ayuda del dedo índice sobre las hojas de las plantas indicadoras. El 
segundo fue mediante infiltración, realizando una punción en la vena principal de la hoja cerca de su ápice; luego, 
en el lugar de la punción se inyectaron 0,1 mL de la savia infectada con el virus usando una jeringa sin aguja de 1 
mL de capacidad. Las plantas control se inocularon con agua destilada estéril siguiendo el mismo procedimiento. 
En todos los casos, se emplearon seis repeticiones biológicas (unidades experimentales) por cada método de 
inoculación y por cada especie, en un diseño completamente al azar. Para determinar el grado de saturación de 
las hojas inoculadas con el extracto se llevó a cabo una infiltración con una solución al 1% de rojo congo o calco-
fluor, con volúmenes entre 0,1 y 0,5 mL (datos no mostrados). 

Detección del CMV en las plantas inoculadas

La efectividad de las vías de inoculación del CMV se evaluó mediante observación de la sintomatología en las 
plantas, por pruebas serológicas (ImmunoStrip®) y mediante el empleo de análisis molecular (RT-PCR y secuen-
ciación). Los procedimientos se describen a continuación:

Sintomatología

Se evaluaron los síntomas en hojas y el desarrollo general de la planta. Los síntomas se registraron a los 3, 15 y 
21 días después de la inoculación (ddi). En la figura 1 se observa la escala de síntomas propuesta para la evalua-
ción del CMV. 
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Serología

Esta prueba se realizó diez días después de la inoculación en cada una de las repeticiones biológicas. Para esto 
se utilizó el kit ImmunoStrip® para CMV (Agdia Inc., Elkhart, IN), colocando 0,1 g de la muestra vegetal en una 
bolsa con tampón de extracción, siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante. 

Moleculares

La detección molecular del virus se efectuó por RT-PCR y por secuenciamiento como prueba confirmatoria de 
los resultados de sintomatología y serología. De N. benthamiana, se tomó una y de N. tabacum dos plantas para 
los análisis moleculares a los 25 días después de realizada la inoculación; las cuales se codificaron así: P1 (N. 
benthamiana), P2 y P3 (N. tabacum).

RT-PCR

Se extrajo ARN total, utilizando el kit PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen, USA). De las muestras P1, P2 y P3 
se maceraron 0,1 g de tejido foliar con sintomatología viral en 1 mL de buffer de lisis conteniendo 10 μL de 
β-mercaptoetanol, siguiendo las instrucciones del fabricante. Al finalizar el procedimiento, el ARN total obte-
nido fue eluido con 30 μL de agua estéril libre de ARNasas. El producto obtenido se visualizó en gel de agarosa 
al 1% y se cuantificó con la ayuda de un nanodrop 2000 (Thermo Scientic, USA). La síntesis de ADNc se realizó 
empleando el kit Maxima H Minus First Strand cDNA (Thermo Scientific) siguiendo un método de dos etapas. 
En la primera etapa, se usó 1 μg de ARN total de cada muestra, 1 μL (dT) primer, 1 μL de dNasa, 1 μL de dNTPmix 
(10 mM), y posteriormente el volumen se aforó a 10 μL con agua libre de nucleasas, y el volumen final se dejó a 
temperatura de 65°C por 5 minutos en un termociclador C1000 Touch (Bio-Rad, Hercules, CA). En la segunda 
etapa se añadieron 4 μL de buffer (5x) y 1 μL de enzima máxima H. Las muestras se sometieron finalmente a 
50°C durante 30 min y después a 85°C por 5 min parar la reacción. El ADNc sintetizado se almacenó a -20°C. 

La RT-PCR se realizó con 2 μL de una dilución 1:50 de ADNc, en un volumen final de reacción de 10 μL, el cual 
incluyó 5 μL de Master-mix (Catálogo No. AB-0575; Thermo Scientific) (solución tampón, MgCl2, dNTP y Taq 
polimerasa), 0,5 μL de cebadores (10 μM) (sentido y antisentido), y 2,5 μL de agua libre de nucleasas. Finalmen-
te, esta mezcla se llevó a termociclador a 95°C durante 5 min, seguidos 95°C por 30 seg, 60°C por 30 seg, 72°C 
durante 1 min con 36 ciclos, con una extensión final de 72°C durante 10 min. Los cebadores empleados en la 
RT-PCR se diseñaron con la ayuda de la herramienta bioinformática Oligoperfect Primer designer (www.ther-
mofisher.com/), cinco juegos de cebadores (Cuadro 1), uno por cada gen del CMV, fueron enviados a Invitrogen 
(www.thermofisher.com) para su síntesis.

Figura 1. Escala de síntomas para la virosis del CMV en hojas de N. benthamiana. 

A. Grado 0= Hoja aparentemente sana. B. Grado 1= Hoja con mosaico leve, sin arrugamiento. C. Grado 2= Hoja con mosaico leve o 
deformación. D. Grado 3= Hoja con deformación y/o mosaicos moderados. E. Grado 4= Hoja con mosaico y/o deformación severa.
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Los fragmentos amplificados se llevaron a cámara de electroforesis (Horizon® 58) en geles de agarosa al 1% en 
tampón TAE pH 8. La visualización de los productos se efectuó empleando GelRed® (Cat.No.41010. Biotium) en 
relación 1:1. Como marcador de peso molecular se utilizó el DNA Ladder-1kb (Promega) (Cat.No.M102R GenS-
cript). La electroforesis se llevó a cabo a 120 V por 30 min. Los fragmentos amplificados se visualizaron con la 
ayuda de un Transiluminador Molecular Imager® Gel DocTMXR (BIO-RAD). 

Los amplicones del tamaño esperado se purificaron con el kit ExoSAP-ITTM (Cat.No.78200. Applied Biosciences), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras (P1, P2 y P3) para secuenciamiento se prepararon incluyen-
do el cebador M4 antisentido y se enviaron a Eurofins Scientific (Des Moines, IA, USA). Las secuencias obtenidas se 
verificaron y editaron manualmente utilizando el software Finch TV_1_4_0 construyéndose secuencias consenso 
y confirmando su identidad por comparación con los datos depositados en el GenBank del NCBI, mediante BLAST.

RESULTADOS

Métodos de detección del CMV

Detección viral por sintomatología

En plantas de N. benthamiana inoculadas mediante transmisión mecánica se observó corrugamiento leve, mien-
tras que las plantas inoculadas por infiltración presentaban encogimiento de la hoja tratada a los tres ddi. Estas 
observaciones posiblemente se deban a un estrés ocasionado por las técnicas per se, lo cual no afectó el proce-
dimiento de inoculación.

En la segunda evaluación (15 ddi), el 91,6% de las plantas de N. benthamiana inoculadas mecánicamente mostraron 
síntomas de posible origen viral, mientras que, solo el 25% de las plantas de esta misma especie inoculadas por infiltra-
ción, mostraron igual sintomatología. En ambos casos, las plantas también mostraron síntomas en hojas nuevas como 
mosaicos cloróticos y encrespamiento, tal y como se observa en la figura 2A con los diferentes grados severidad.

A los 21 ddi, las plantas inoculadas presentaron síntomas evidentes de infección viral, manteniéndose estable 
el número de plantas enfermas respecto a la segunda observación. Los datos obtenidos muestran que la ino-
culación mecánica fue más eficiente con un 90% de plantas enfermas en comparación con la metodología de 
infiltración (21%) (figura 2B).

Cuadro 1. Cebadores para amplificación por RT-PCR de los genes del CMV.

Nombre del cebador Secuencia del oligonucleótido (5’-3’)
Tamaño del 

amplicon (bp)
Gen objetivo 

M1
F: GCGTTATCCACGCTGGTATT
R: AAATCCGCACTGTTTTCCAC

165 Replicación (ORF1a/ARN1)

M2
F: CAAAAGTCCCAGCGAGAGAG
R: GGCGAACCAATCTGTATCGT

190 Transcripción (ORF2a/ARN2)

M3
F: TGGATGTCAGCGAGAGTGTC
R: ATACGCATGGGTTTGACCAT

172
Supresión de silenciamiento (ORF2b/

ARN2)

M4
F: AATCGTAAGCGGTGTTTTGC
R: AGCTGACGGTTTTGTTTGCT

170 Proteína de movimiento (ORF3a/ARN3)

RNA3ORF3aSeq2
F:AATCGTAAGCGGTGTTTTGC
R:TGACGGTTTTGTTTGCTCAG

189 Proteína de Movimiento

M5
F: AACCAGTGCTGGTCGTAACC
R: GCGTTCACTCCCTACAAAGG

189
Proteína de cápside

(ORF3b/ARN3)

Manuel-Alejandro Sánchez

97

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 19 No 1 · Enero - Junio 2021



Respecto de las plantas de N. tabacum inoculadas con CMV mediante transmisión mecánica, solo el 33,3% pre-
sentaron sintomatología a los 15 ddi, en forma de manchas cloróticas y mosaicos leves (datos no mostrados); 
mientras que las plantas inoculadas por infiltración ninguna presentó sintomatología viral.

En este estudio, se identificaron factores que influyen en la transmisión efectiva del CMV, incluida la edad de 
las plantas al momento de la inoculación y la temperatura del entorno. La trasmisión por inoculación mecánica 
favoreció la infectividad viral, lo cual se debe posiblemente a que la savia conserva una mayor concentración y 
estabilidad de las partículas virales [21].

El análisis visual realizado sobre las plantas inoculadas permitió la detección a los 15 ddi de síntomas caracterís-
ticos de infección por CMV (mosaico, enanismo encrespamiento y malformación de las hojas), lo que confirma 
inicialmente la presencia viral. Estos resultados concuerdan con los reportados por Troiano et al. [22], quienes ob-
servaron sintomatología viral 14 días después de la inoculación mecánica en plantas de Nicotiana spp. Del mismo 
modo, Jalender et al. [23] demostraron que al inocular mecánicamente plantas indicadoras con CMV, se obtienen 
síntomas evidentes a los 10-15 ddi, indicando que la concentración del virus aumenta a través del tiempo.

No obstante, Dheepa y Paranjothi [24] evaluando métodos de transmisión mecánica del CMV reportaron plan-
tas de tabaco maduras que expresaban síntomas característicos de infección del virus, tres meses después de 
la inoculación. Estos resultados pueden atribuirse a variables ambientales, a condiciones de crecimiento, y a la 
edad de la planta al momento de la infección [25]. Este último factor juega un papel importante, ya que en plan-
tas jóvenes el metabolismo es más activo, lo cual es aprovechado por los virus para su replicación y trascripción, 
lo que se traduce en una aparición más rápida de los síntomas [26].

Es importante destacar que en este estudio las plantas de N. benthamiana y N. tabacum presentaron síntomas 
típicos causados por el CMV cuando la temperatura osciló entre 24 y 26°C en etapa temprana después de la ino-
culación. Igual resultado obtuvieron Zhao et al. [27], quienes reportaron síntomas severos en N. tabacum en etapa 

Figura 2. Sintomatología del CMV en hojas de N. benthamiana evaluadas a dos tiempos 
después de inoculación.

A. Hoja control inoculada con agua (Izquierda), hoja grado 2 con leve encrespamiento 
(centro) y hoja grado 3 con mosaico (derecha) a los 15 ddi. B. Hoja grado 3 con mancha 
clorótica (izquierda), hoja grado 5 con deformación (centro) y hoja grado 3 con 
deformación y mosaico fuerte (derecha) a los 21 ddi.

Manuel-Alejandro Sánchez

98

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 19 No 1 · Enero - Junio 2021



temprana después de la inoculación del CMV a 28°C, asociado a un mayor nivel de replicación viral, indicando que 
la temperatura es un factor ambiental importante que controla el crecimiento y la respuesta inmune de la planta.

Detección viral mediante ImmunoStrip®

La prueba serológica para CMV realizada mediante el empleo de las tirillas de ImmunoStrip®, confirma la pre-
sencia del virus en las plantas de N. benthamiana, las cuales presentaron sintomatología, independiente del mé-
todo de inoculación (figura 3A). Sin embargo, al evaluar las plantas de N. tabacum que presentaron sintomatolo-
gía de posible presencia viral, el resultado de esta prueba fue no concluyente (figura 3B).

Figura 3. Test de ImmunoStrip® para la detección del CMV en plantas indicadoras. A. Test para CMV en N. benthamiana 
(P1). B. Test para CMV en N. tabacum (P2).

Un estudio realizado por Alhares y Al-Fadhel [28] en plantas indicadoras permitió identificar la presencia del 
CMV a través del empleo de ImmunoStrip®. Kwon et al. [29] también usaron esta técnica para comprobar que 
el CMV era el agente causal de manchas cloróticas y de malformación en plantas indicadoras. Del mismo modo, 
Chikh-Ali et al. [30] confirmaron mediante inmuno-tiras, la presencia de PVY, en la que el extracto de hojas de 
papa maceradas reaccionó con los anticuerpos específicos para este virus, mientras que en otras investigacio-
nes se ha obtenido buena sensibilidad con el uso de inmuno-tiras [31, 32, 33].

Aunque las publicaciones mencionadas anteriormente reportan una buena sensibilidad para detectar la preva-
lencia viral, en este estudio, las muestras P2 y P3 no presentaron evidencia de infección tras realizar ensayos 
con ImmunoStrip®. Una posible explicación a este resultado (no concluyente), podría deberse a la baja concen-
tración de partículas virales en las hojas analizadas [34], a una posible distribución desigual de las partículas del 
CMV en toda la planta, o a diversas tasas de translocación del virus en la planta [35].

Por lo anterior, los resultados obtenidos con las muestras P2 y P3 están acordes con los reportados por Lieben-
berg et al. [36], quienes evaluaron tirillas de ImmunoStrip® al compararlas con pruebas de DAS-ELISA y RT-PCR 
en 23 muestras de Vid para el Virus de la hoja en abanico de la vid (GFLV), encontrando que las tirillas no detec-
taron la presencia viral en el 17,4% del material evaluado. De forma similar, Simmons et al. [37] realizaron una 
verificación experimental de la transmisión del Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) usando pruebas de RT-PCR e 
ImmunoStrip®, mostrando que la prueba serológica no logra la identificación efectiva del virus. 
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Detección por RT-PCR 

Se evaluó la eficiencia del protocolo de extracción de ARN teniendo en cuenta la calidad y la concentración final 
del ARN obtenido. La calidad, medida en función del radio 260 nm/280 nm presentó valores entre 2,01 y 2,11, 
indicando una buena calidad del producto. En cuanto a la concentración se obtuvieron valores entre 328 y 734 
ng.μL-1. Así mismo, la calidad y cantidad del ARN extraído se evaluó por separación electroforética en geles de 
agarosa, observando bandas bien definidas de ARN ribosomal (datos no mostrados).

La detección de la presencia del CMV por PCR se realizó en tejidos de hojas sintomáticas a los 25 después de 
efectuada la inoculación con el virus, utilizando para esto cebadores específicos (cuadro 1). La reacción de PCR 
con los ADNc de las muestras evaluadas permitió generar amplicones entre 165 y 190 pb, los cuales correspon-
den a los tamaños esperados (figura 4).

Los productos de PCR de las tres muestras enviadas a secuenciamiento confirmaron la presencia del CMV en 
las plantas inoculadas. Al comparar las secuencias consenso que codifican para la proteína de movimiento del 
CMV, con las publicadas en el banco de genes del NCBI, se observó 99% de identidad, resultado que confirma la 
presencia del CMV en las plantas de N. benthamiana y N. tabacum.

La técnica de RT-PCR permitió la identificación efectiva del CMV en el material analizado, incluidas aquellas 
muestras en las cuales no se logró la detección mediante la técnica de ImmunoStrip®. Resultados similares se 
reportan en los estudios de Stammler et al. [38], quienes emplearon técnicas moleculares para la detección de 
patógenos, como una metodología alternativa para la validación de resultados de diagnóstico basados en prue-
bas serológicas. Así mismo, Iqbal et al. [39] demostraron la utilidad de los métodos moleculares para evaluar la 
incidencia del CMV en cultivos vegetales. Por su parte, Culal-Kilic et al. [40] reportan una mayor sensibilidad de 
la PCR en la detección de Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) con respecto a métodos serológicos.

Por otro lado, los altos niveles de identidad encontrados en este estudio por secuenciación (99%), coinciden 
con los reportados por Riascos et al. [41] y Mejía et al. [42], quienes identificaron virus vegetales usando RT-PCR 
y secuenciación de fragmentos de PCR, mostrando alta sensibilidad de detección viral entre las metodologías 
moleculares evaluadas. A pesar que los resultados de RT-PCR confirmaron la presencia viral en este estudio, 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR de una muestra positiva para CMV, MM: marcador de 
peso molecular, M1 al M5; cebadores.
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resulta importante incluir pruebas de detección que se apoyen en análisis de las secuencias de los productos de 
PCR generados, esto con el fin de evitar falsos positivos que podrían conducir a generar diagnósticos erróneos.

CONCLUSIONES

La transmisión mecánica del CMV fue más efectiva que la inoculación por infiltración, representando un método 
que facilita los estudios de diagnóstico y manejo de virus vegetales. 

La RT-PCR fue más sensible y confiable que la prueba serológica (ImmunoStrip®) para la detección del virus en 
estudio.
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RESUMEN

Los antibióticos han sido utilizados en la alimentación animal con el fin de ga-
rantizar una producción más eficiente; sin embargo, la aparición de bacterias 
resistentes a los antibióticos ha causado preocupación tanto a consumidores 
como a científicos. El objetivo fue evaluar el efecto de Bacillus subtilis sobre 
parámetros sanguíneos y productivos en pollos de engorde. 72 pollos de la línea 
Cobb 500, fueron aleatorizados a 3 dietas: dieta basal sin antibioticos (D1), y 
una dieta basal suplementada con 10 ppm de Avilamicina (D2), o 50 ppm de 
esporas de B. subtilis (D3) durante 42 días. Los días 21 y 42 se estimó la ga-
nancia acumulada de peso (GAP), la conversión alimenticia (CA) y se evaluaron 
las concentraciones sanguíneas de alanina aminotransferasa (ALT), creatinina, 
triglicéridos, colesterol, glucosa, calcio y fósforo. El uso B. subtilis en la dieta 
mejoró el rendimiento productivo de las aves, disminuyó las concentraciones 
séricas de triglicéridos, colesterol y ALT, e incrementó las concentraciones de 
calcio, fosforo y glucosa. La inclusión de B. subtilis en la dieta de pollos de en-
gorde es una alternativa al uso de antibióticos, ya que tiene efectos favorables 
sobre la bioquímica sanguínea y el rendimiento productivo de las aves. 

ABSTRACT 

Antibiotics have been used in animal feed in order to ensure more efficient pro-
duction, however, the appearance of antibiotic resistant bacteria has caused 
concern in both consumers and scientific. The aim was to evaluate the effect 
of Bacillus subtilis on blood parameters and performance in broilers. 72 Cobb 
500 broiler chicks, were randomized to 3 diets. A basal diet without antibio-
tics (D1), or a basal diet supplemented with either 10 ppm of avilamicyn (D2) 
or 50 ppm of spores of B. subtilis (D3) during 42 days. On days 21 and 42 
cumulative weight gain (BW), feed conversion (FCR) was estimated and blood 
concentrations of alanine aminotransferase (ALT), creatinine, triglycerides, 
cholesterol, glucose, calcium and phosphorus were evaluated. The use of B. 
subtilis in the diet improves the performance of broilers, lowers the blood le-
vels of triglycerides, cholesterol and ALT blood concentrations, and increase 
the blood levels of calcium, phosphorus and glucose. The inclusion of B. subtilis 
in the diet of broilers is an alternative to the use of antibiotics, as it has positive 
effects on the blood biochemistry and the performance. 

RESUMO

Antibióticos têm sido utilizados na alimentação animal, a fim de garantir uma 
produção mais eficiente; no entanto, o surgimento de bactérias resistentes a 
antibióticos causou preocupação a consumidores e cientistas. O objetivo foi 
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avaliar o efeito de Bacillus subtilis no sangue e parâmetros produtivos em frangos de corte. 72 galinhas da linha Cobb 
500 foram randomizadas para 3 dietas. Uma dieta basal sem antibióticos (D1) ou uma dieta basal suplementada com 
10 ppm de Avilamicina (D2) ou 50 ppm de esporos de B. subtilis (D3) por 42 dias. Nos dias 21 e 42, foi estimado o ganho 
de peso acumulado (GAP), a conversão alimentar (CA) e os níveis sanguíneos de alanina aminotransferase (ALT), crea-
tinina, triglicerídeos, colesterol, glicose, cálcio e fósforo. O uso de B. subtilis na dieta melhorou o desempenho produtivo 
das aves, diminuiu as concentrações séricas de triglicerídeos, colesterol e ALT e aumentou as concentrações de cálcio, 
fósforo e glicose. A inclusão de B. subtilis na dieta de frangos de corte é uma alternativa ao uso de antibióticos, pois pos-
sui efeitos favoráveis   na bioquímica sanguínea e no desempenho produtivo de aves.

INTRODUCCIÓN

El incremento en la demanda de alimentos como consecuencia del crecimiento acelerado de la población mun-
dial, ha llevado a los sistemas pecuarios a ser cada vez más eficientes, con el fin de producir alimentos en grandes 
volúmenes que cumplan con los estándares sanitarios y las exigencias del consumidor [1].

Con el fin de satisfacer las demandas de proteína de origen animal, la industria avícola evolucionó a produccio-
nes cada vez más intensivas. Según reportes de la FAO, se tiene proyectado que, en el año 2020, la carne de pollo 
será la más consumida a nivel mundial [2]. Actualmente, se cuenta con aves genéticamente más productivas y 
eficientes, pero menos adaptadas a condiciones de estrés y más susceptibles a problemas de salud y desequili-
brios en la microbiota normal del intestino [2,3]. 

Durante los últimos años, los antibióticos han sido utilizados en la alimentación avícola como una medida para 
garantizar altos niveles de producción, eficiencia y rentabilidad de las granjas, además de brindar mejor salud y 
bienestar a las aves [4,5]. Sin embargo, la exposición de los animales a dosis subterapéuticas diarias de antibió-
ticos como una medida profiláctica independiente de su estado de salud, ha conllevado a la aparición de cepas 
bacterianas resistentes a antibióticos, a la acumulación de estos residuos en el producto final, y a la presenta-
ción de desbalances en la microbiota normal del intestino [5]. Debido a lo anterior, y a la creciente preocupación 
de la comunidad científica, la unión europea prohibió el uso de antibióticos como promotores de crecimiento 
(APC) en la producción animal desde enero de 2006 [3,6].

Dado que la prohibición de los APC provoca un impacto desfavorable sobre la producción, los investigadores se han 
dado a la tarea de buscar alternativas biológicamente seguras para el consumidor final, entre las que se ha estudiado 
el uso de probióticos [7,8,9]. Los probióticos son definidos como microorganismos vivos no patógenos, que cuando 
son administrados en cantidades adecuadas ejercen efectos benéficos sobre la salud del hospedador [7,10]. Entre la 
innumerable cantidad de probióticos que se han estudiado, Bacillus subtilis ha presentado atributos que permiten su 
utilización en la alimentación animal, tales como la capacidad de generar esporas bajo situaciones de estrés, lo que 
le permite tolerar altas temperaturas durante la elaboración del alimento balanceado, y resistir el pH ácido del estó-
mago; además, Bacillus subtilis ejerce efectos benéficos a nivel intestinal como la estimulación del sistema inmune, el 
desarrollo del tracto gastrointestinal y la modulación/cambio de la microbiota intestinal [7,11,12]. 

Los cambios en la composición microbiana, debido a bacterias indeseadas (patógenas) en intestino, puede ser 
causada por diferentes factores, principalmente alimenticios; estos desbalances microbianos pueden afectar 
notablemente el metabolismo y verse reflejado a nivel sanguíneo por diferentes compuestos e intermediarios 
del metabolismo de aminoácidos, lípidos y carbohidratos [13]. El estudio y análisis de algunos parámetros bio-
químicos sanguíneos permiten hacer un monitoreo de la integridad del tracto gastrointestinal, funcionalidad 
de órganos indispensables en los procesos digestivos como el hígado y el páncreas, identificar enfermedades 
metabólicas y deficiencias nutricionales sin afectar el bienestar y comportamiento productivo del animal, por 
se evaluó el efecto de Bacillus subtilis como alternativa al uso de antibioricos promotores de crecimietno sobre 
parametros sanguineos como alanina aminotransferasa, creatinina, fósforo, calcio, glucosa, triglicéridos y coles-
terol y su relación con parametros productivos en pollos de engorde.
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MÉTODO

Consideraciones éticas

Los procedimientos experimentales llevados a cabo dentro del estudio siguieron los lineamientos estipulados 
en las guías “The International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals” (2012). Esta in-
vestigación fue avalada por El Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales-CICUA de la Univer-
sidad Nacional de Colombia, Sede Medellín (CEMED-013. Mayo 04 de 2018).

Localización 

El trabajo de campo se realizó en las instalaciones de la Estación Agraria San Pablo, perteneciente a la Universi-
dad Nacional de Colombia (Sede Medellín), ubicada en el municipio de Rionegro (oriente de Antioquia), vereda 
El Tablazo, a una altitud promedio de 2.100 msnm, con una temperatura entre 12 y 18°C y humedad relativa del 
75%, en una zona de vida bosque muy húmedo montano bajo (bmh-MB).

Animales

Para la realización del estudio se utilizaron 72 animales de la línea genética ROSS308, de un día de nacidos, 
suministrados por una casa genética comercial. Los animales se alojaron en corrales de piso de 0,25 m2 para 
recrear las condiciones de densidad de una producción comercial y las prácticas de manejo, plan vacunal (día 8 
y 20 de vida se aplicó Gumboro y Newcastle vía ocular) y equipos empleados fueron similares a los implementa-
dos en una granja comercial. El periodo experimental tuvo una duración de 42 días. 

Manejo sanitario

El galpón donde se recibieron las aves se preparó previamente teniendo en cuenta todos los protocolos de bio-
seguridad: lavado, limpieza y desinfección de las instalaciones, cortinas, criadoras, comederos y bebederos. Adi-
cionalmente, se realizó un estricto control de roedores e insectos. Cinco horas antes de la llegada de los pollitos, 
las criadoras fueron encendidas, con la finalidad de precalentar el galpón y alcanzar una temperatura promedio 
de 32°C al momento de la recepción de los mismos [14].

Dietas 

Las aves fueron alimentadas con una dieta basal (cuadro 1) que consistió en una dieta comercial sin la adición de 
antibiótico o probiótico (Bacillus subtilis), conformando cada una de las dietas así: dieta basal (D1): sin la adición 
de antibiótico y probiótico (Bacillus subtilis), dieta 2 (D2): dieta basal más la adición de antibiótico promotor de 
crecimiento (APC-avilamicina) y dieta 3 (D3): dieta basal más la adición de probiótico (Bacillus subtilis).

El plan de alimentación fue dividido en dos etapas, para lo cual se realizó una dieta de iniciación (1-21 días) 
y finalización (22-42 días), cumpliendo los requerimientos nutricionales establecidos por la distribuidora co-
mercial. La adición del antibiótico (avilamicina) en el alimento (D2), se realizó según las indicaciones de la casa 
productora, a razón de 10 ppm. La cantidad de Bacillus subtilis incorporada en D3, se llevó a cabo atendiendo la 
recomendación del fabricante, esto es 50 ppm para garantizar una dosis de 108 UFC. 

Cuantificación de metabolitos sanguíneos

Para este análisis se tomaron 5 mL de sangre por ave los días 1, 21 y 42. Haciendo uso de una aguja de 25 mm 
se realizó punción cardiaca, específicamente en el ventrículo izquierdo, para la extracción de sangre en un 
tubo de ensayo con anticoagulante. Cada una de las muestras se conservó en frío a 4°C para su transporte al 
laboratorio, donde fueron centrifugadas a 1600 rpm durante 10 minutos para separar el plasma en alícuotas 

Carlos-Abel Maya-Ortega

108

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 19 No 1 · Enero - Junio 2021



y posteriormente ser analizadas [13]. Se realizaron mediciones de los siguientes metabolitos: Alanina amino-
transferasa-ALT (U/L), creatinina (mg/dL), fósforo (mg/dL), calcio (mg/dL), glucosa (mg/dL), triglicéridos (mg/dL) 
y colesterol (mg/dL). La cuantificación en suero se realizó mediante un estuche comercial (DIA.PRO Diagnostic 
Bioprobes), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Determinación de parámetros productivos

Los días 21 y 42 del experimento, se evaluaron los siguientes parámetros productivos (Ecuaciones 1 y 2) [15,16]:

Conversión alimenticia acumulada (CA)

(Ec. 1)

Ganancia de peso acumulada (GAP):

(Ec. 2)

Cuadro 1. Aporte nutricional de la dieta basal (D1) diseñada en dos etapas (iniciación y finalización).

Aporte nutricional por etapa Iniciación Finalización

Nutrientes Unidad Valor Valor

Humedad % 10,926 10,845

E.m. aves KCAL/kg 3152 3299

Proteina bruta % 21,474 19,976

Grasa % 8,301 10,213

Extracto Libre de N (ELN) % 49,673 50,195

Fibra bruta % 2,927 2,801

Cenizas % 6,108 5,379

Calcio % 0,997 0,832

Fósforo disp. % 0,418 0,360

Fósforo total % 0,648 0,580

B. Electrolítico mEq/kg 216,164 191,553

Lisina % 1,363 1270

Metionina % 0,650 0,602

Met + cist % 0,993 0,924

Treonina % 0,901 0,825

Triptófano % 0,242 0,222

Arginina % 1,336 1,228

Isoleucina % 0,881 0,815

Leucina % 1,902 1,802

Valina % 1,042 0,915

Histidina % 0,547 0,509

Fenilalanina % 1,061 0,989

Fenil & tiro % 1,953 1,828

Glicina % 0,875 0,808

Alanina % 1,158 1.103
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Diseño estadístico

Se realizó un modelo de parcelas divididas bajo un esquema de aleatorización completamente al azar con 6 
tratamientos (dieta*edad) y 3 repeticiones (corral) por tratamiento (4 pollos por repetición). Las parcelas gran-
des estuvieron constituidas por las dietas y las subparcelas por los diferentes días de muestreo. Cada animal 
fue asignado aleatoriamente a cada uno de los tratamientos (dieta*edad). El análisis estadístico fue realizado 
haciendo uso del procedimiento GLM (Modelos Lineales Generales) PROC MIXED del SAS® software, versión 
9.4 [17]. Se realizó una prueba de comparaciones multiples de medias mediante el método de diferenicia signifi-
cativa honesta (DSH) de tuckey haciendo uso de la función MEANS TRAT del SAS® software, versión 9.4 con el 
fin de determinar diferencias significativas.

RESULTADOS

En general, las aves presentaron un buen estado de salud, sin la presencia de signos adversos de enfermedad 
que causara su retiro y/o sacrificio antes de terminar el periodo experimental. Adicionalmente, las aves consu-
mieron la ración diaria de alimento ajustada a la guía de manejo de la línea genética. En el análisis estadístico de 
los resultados no se encontró interacción estadística entre la dieta y la edad de muestreo para ninguna de las 
variables en estudio, por ello no se hizo necesario analizar cada uno de los factores de forma independiente. 

En el cuadro 2 se presentan las concentraciones sanguíneas de alanina aminotransferasa y creatinina. La evalua-
ción de alanina aminotransferasa (ALT) presentó diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) entre las 
dietas evaluadas al día 21 de edad, siendo el valor más bajo el de aquellas aves alimentadas con D3 (B. subtilis). 
En el día 42 de vida se observó diferencia significativa (p<0,05) entre D1 y D3, donde D3 presentó los valores 
más bajos. De igual manera, los niveles de Creatinina presentaron diferencias estadísticamente significativas 
(p<0,05) entre las dietas evaluadas, donde D1 presentó los valores más altos, mientras que D2 y D3 no mostra-
ron diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los periodos evaluados.

Los niveles de glucosa (cuadro 3) presentaron diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) entre las distin-
tas dietas para los periodos evaluados, donde el uso de Bacillus subtilis en la dieta aumentó los niveles de glucosa a 
los 21 y 42 días con respecto a los demás tratamientos, mientras que D1 presentó los valores más bajos de glucosa.

Cuadro 2. Efecto de la dieta sobre las concentraciones sanguíneas de Alanina aminotransferasa 
y Creatinina analizadas a los 1, 21 y 42 días de edad. 

Parámetros Edad

1 21 42 EEM

Alanina aminotransferasa (UI/L)

D1 3,11 A 3,82 A 8,50 A

0,60D2 3,11 A 2,56 B 6,70 AB

D3 3,11 A 1,76 C 5,65 B

Creatinina (mg/dL)

D1 0,235 A 0,373 A 0,274 A

0,02D2 0,235 A 0,325 B 0,255 B

D3 0,235 A 0,325 B 0,250 B

A, B, C Comparaciones dentro de una misma columna, medias con diferente letra son 
estadísticamente diferentes     (P < 0;05). EEM: Error estándar de la media. D1: Dieta control 
sin antibiótico ni probiótico. D2: Alimento comercial con antibiótico. D3: Alimento comercial 
con Bacillus subtilis.
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En el cuadro 3 se presentan las concentraciones sanguíneas de colesterol y triglicéridos. En cuanto a los niveles 
sanguíneos de colesterol, se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) al día 21 entre las 
tres dietas estudiadas, mientras que al día 42, no se presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre D2 
y D3. Por su parte, los niveles de triglicéridos mostraron diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) 
entre las distintas dietas evaluadas. Los niveles más bajos de triglicéridos para los días 21 y 42 de vida fueron 
encontrados en aquellas aves que recibieron Bacillus subtilis en la dieta.

Cuadro 3. Efecto de la dieta sobre las concentraciones sanguíneas de glucosa, 
triglicéridos y colesterol analizados a los 1, 21 y 42 días de edad. 

Parámetro Edad

1 21 42 EEM

Triglicéridos (mg/dL)

D1 128,1 A 199,3 A 141,5 A

0,5
D2 128,1 A 194,1 B 134,0 B

D3 128,1 A 191,0 C 127,0 C

Colesterol (mg/dL)

D1 131,7 A 186,0 A 144,5 A

0,4
D2 131,7 A 182,5 B 136,5 B

D3 131,8 A 163,0 C 134,0 B

Glucosa (mg/dL)

D1 267,3 A 287,3 A 321,5 A

0,5D2 267,3 A 292,8 B 337,5 B

D3 267,3 A 300,0 C 351,0 C

A, B, C Comparaciones dentro de una misma columna, medias con diferente letra son 
estadísticamente diferentes     (P < 0,05). EEM: Error estándar de la media. D1: 
Dieta control sin antibiótico ni probiótico. D2: Alimento comercial con antibiótico. 
D3: Alimento comercial con Bacillus subtilis.

Finalmente, los valores de calcio y fósforo (cuadro 4) mostraron diferencias estadísticamente significativas 
(p<0,05) entre las diferentes dietas, donde el uso de Bacillus subtilis en la dieta incrementó de manera significa-
tiva la concentración sanguínea de ambos nutrientes en sangre.

Cuadro 4. Efecto de la dieta sobre las concentraciones sanguíneas de calcio 
y fósforo analizados a los 1, 21 y 42 días de edad. 

Parámetros Edad

1 21 42 EEM

Calcio (mg/dL)

D1 8,890 A 10,52 A 11,51 A

0,02D2 8,890 A 10,74 B 11,74 B

D3 8,890 A 11,53 C 13,09 C

Fóforo (mg/dL)

D1 7,100 A 8,160 A 8,945 A

0,03D2 7,100 A 8,850 B 9,631 B

D3 7,100 A 9,155 C 10,35 C

A, B, C Comparaciones dentro de una misma columna, medias con diferente letra son 
estadísticamente diferentes     (P < 0;05). EEM: Error estándar de la media. D1: 
Dieta control sin antibiótico ni probiótico. D2: Alimento comercial con antibiótico. 
D3: Alimento comercial con Bacillus subtilis.
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En el cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos para las variables productivas evaluadas. En cuanto a la 
tasa de conversión alimenticia no se presentó diferencia estadísticamente significativa (p>0,05) entre las di-
ferentes dietas al día 21; no obstante, dicho parámetro presentó diferencias estadísticamente significativas 
(p<0;05) entre dietas el día 42, donde la adición de Bacillus subtilis evidencia un efecto similar al uso de avila-
micina como APC. Por su parte, la ganancia acumulada de peso fue significativamente más alta en las aves que 
recibieron el probiótico en comparación con las demás dietas. 

Estudios previos han demostrado una disminución de los niveles sanguíneos de ALT en aves que fueron alimen-
tados con dietas que contenían Bacillus subtilis, Bacillus coagulans y Saccharomyces boulardii [18,19,20]. Abra-
mowicz et al., 2019, encontraron que el uso de cultivos vivos de B. subtilis en la dieta reduce de manera significa-
tiva la actividad de la alanina transferasa.

Niveles bajos de ALT están asociados a una buena salud y funcionalidad del hígado, y a la ausencia de agentes 
patógenos, como E. coli, en el organismo [7,20,21,22]. 

Bioensayos llevados a cabo por Sharma et al., (2015) en pollos que recibieron una mezcla de probióticos del gé-
nero Bacillus, presentaron concentraciones bajas de creatinina en sangre, en comparación con aquellas aves que 
fueron adicionadas con Bacitracina de zinc en el alimento [22]. De manera similar, en el presente estudio las aves 
que recibieron Bacillus subtilis en la dieta presentaron valores más bajos de creatinina en sangre. Estudios en los 
cuales se han evaluado los niveles sanguíneos de creatinina, han correlacionado niveles altos de creatinina en 
pollos infectados con el virus de Newcastle [23].

Se ha reportado que algunos microorganismos probióticos tienen la habilidad de modificar las concentraciones 
de colesterol en sangre, a través de la disgregación de sales biliares en compuestos biliares libres o ligando di-
rectamente el colesterol proveniente de la dieta durante el proceso de digestión de las grasas, disminuyendo así 
la absorción de colesterol en el tracto gastrointestinal de las aves [24,25]. Al analizar los resultados obtenidos 
en el presente estudio, los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, fueron menores en aquellas aves que 
recibieron Bacillus subtilis en la dieta; estudios previos en los cuales se ha utilizado Bacillus subtilis como probió-
tico han mostrado resultados similares a los de este estudio [18,20,25,26,27].

Cuadro 5. Parámetros productivos evaluados los días 21 y 42 en pollos alimentados 
con una dieta basal o dieta basal suplementada con antibiótico (avilamicina) o 

probiótico (Bacillus subtilis). 

Parámetros Edad

21 42 EEM

C.A

D1 1,68 A 1,56 A

0,02
D2 1,67 A 1,46 AB

D3 1,57 A 1,41 B

G.A.P

D1 595,5 A 2808,5 A

2,31D2 598 A 2887,5 B

D3 628,6 B 2950,5 C

A, B, C Comparaciones dentro de una misma columna, medias con diferente letra son 
estadísticamente diferentes     (P < 0,05). EEM: Error estándar de la media. D1: 
Dieta control sin antibiótico ni probiótico. D2: Alimento comercial con antibiótico. 
D3: Alimento comercial con Bacillus subtilis. C.A (conversión alimenticia), G.A.P 
(ganancia acumulada de peso).
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Es importante resaltar que la glucosa es la principal fuente para la obtención de energía necesaria para llevar a 
cabo los procesos metabólicos del organismo implicados en el anabolismo, por lo cual sus concentraciones en 
sangre son un factor importante para el buen funcionamiento de las vías metabólicas implicadas en la acreción 
proteica del músculo [28]. En el presente estudio, el uso de Bacillus subtilis incrementó las concentraciones de 
glucosa en sangre de manera significativa con respecto a los demás tratamientos, lo cual concuerda con los re-
sultados encontrados en algunos estudios, en donde las aves alimentadas con una mezcla comercial de probió-
ticos presentaron niveles mayores de glucosa en comparación con aquellas aves que no recibieron probióticos 
[28,29]. Sin embargo, algunos estudios realizados en pollos de engorde han mostrado que el uso de Bacillus subti-
lis en el alimento disminuye de manera significativa los niveles de glucosa en comparación con aquellas aves que 
recibieron una dieta sin adición de ningún agente antimicrobiano en el alimento [26,27]. 

Se ha encontrado que el uso de probióticos en la dieta favorece el desarrollo morfométrico del intestino, in-
crementando la altura y ancho de las vellosidades, lo cual se ve reflejado en una mayor área de contacto con el 
contenido intestinal, haciendo más eficiente los procesos de absorción de algunos nutrientes, principalmente 
calcio y fósforo, lo cual puede ser corroborado en los resultados obtenidos en el presente estudio, en el cual 
las aves que recibieron Bacillus subtilis en la dieta, presentaron concentraciones más altas de calcio y fósforo en 
sangre en comparación con los otros tratamientos [30,31,32]. Sin embargo, un estudio realizado por Saksrithai, 
Willits, & King, 2019, en gallinas ponedoras, a las cuales se les suministró una mezcla de probióticos en el agua 
de bebida, encontraron que el uso de probióticos no tuvo un efecto significativo en la concentración de calcio y 
fósforo en sangre con respecto a aquellas aves que recibieron un APC en la dieta [33]. 

Se ha evidenciado que los probióticos actúan bajo diferentes modos de acción, mejorando el rendimiento pro-
ductivo y la salud intestinal de las aves. Los probióticos pueden mejorar el rendimiento productivo de las aves 
manteniendo un balance saludable de bacterias en el intestino por exclusión competitiva contra las bacterias 
patógenas o inhibiendo su crecimiento por la producción de ácidos orgánicos, lo cual mejora el ambiente intes-
tinal y favorece la absorción de nutrientes [7,10]. Algunos estudios realizados en aves han mostrado que el uso 
de Bacillus subtilis tienen efectos positivos sobre los parámetros productivos, incrementando las ganancias de 
peso y mejorando la tasa de conversión alimenticia [34,35,36]. Los incrementos en el rendimiento productivo 
son el resultado de una mayor eficiencia en los procesos de digestión y absorción de los nutrientes. Un trabajo 
de campo realizado por Jayaraman et al., (2017) reportaron que la inclusión de Bacillus subtilis mejora la histo-
morfología del intestino, principalmente incrementando la altura y ancho de las vellosidades a nivel de duodeno 
y yeyuno, segmentos donde se dan los mayores procesos de digestión y absorción de los nutrientes a nivel intes-
tinal [37], mejorando así la digestibilidad de los nutrientes. 

Boroojeni et al., (2018), reportaron que la suplementación de B. subtilis mejora la digestibilidad aparente, ha-
ciendo más eficiente el uso de los nutrientes presentes en la dieta, lo cual se ve reflejado en mayores ganancias 
diarias de peso y una menor tasa de conversión alimenticia [38].

CONCLUSIONES

La inclusión de Bacillus subtilis en la dieta de pollos de engorde constituye una alternativa para la sustitución par-
cial de antibióticos como promotores de crecimiento, ya que supone un incremento en metabolitos sanguíneos 
como glucosa, calcio y fósforo, y una disminución en el perfil lipídico, ALT y creatinina; además de mejorar el 
rendimiento productivo de las aves, indicando una mayor eficiencia en los procesos de absorción y aprovecha-
miento de los nutrientes suministrados en la dieta.
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RESUMEN

El cultivo y producción de la Batata en Colombia registra pocos excedentes 
para el mercado nacional, su rendimiento se encuentra aproximadamente en 
6 t/ha, dicha producción, se centra en la región Caribe Colombiana, en los de-
partamentos de Córdoba y Sucre; sin embargo, el cultivo de la batata podría 
llegar a ocupar un lugar de importancia para la industria alimentaria, por los 
aportes nutricionales y por su alto contenido de almidón, considerado ideal 
para la obtención industrial de harinas y almidones. Esta investigación estudio 
las propiedades fisicoquímicas y funcionales al almidón obtenido de dos varie-
dades de batata, donde, se analizó la capacidad de absorción de agua, visco-
sidad máxima, temperatura de gelatinización, asentamiento, estabilidad. Pre-
vio a las determinaciones, las muestras fueron secadas hasta peso constante. 
Se encontró que el almidón de batata amarilla resulto ser de mejor calidad al 
poseer menor solubilidad, mayor absorción de agua, mayor poder de hincha-
miento y mayor temperatura de gelatinización que el almidón de batata mo-
rada, mostrando valores alentadores para la industria alimentaria como es-
pesantes, estabilizantes y gelificantes en alimentos refrigerados y congelados.

ABSTRACT

Sweet potato cultivation and production in Colombia registers few surpluses 
for the national market, its yield is approximately 6 t/ha, said production is cen-
tered in the Colombian Caribbean region, in the departments of Córdoba and 
Sucre; However, the cultivation of sweet potatoes could come to occupy an im-
portant place for the food industry, due to its nutritional contributions and its 
high starch content, considered ideal for the industrial production of flours and 
starches. This investigation studied the physicochemical and functional proper-
ties of the starch obtained from two varieties of sweet potato, where the water 
absorption capacity, maximum viscosity, gelatinization temperature, settling, 
stability was analyzed. Before the determinations, the samples were dried to 
constant weight. It was found that the yellow sweet potato starch turned out to 
be of better quality due to its lower solubility, higher water absorption, higher 
swelling power and higher gelatinization temperature than the purple sweet 
potato starch, showing encouraging values   for the food industry as thickeners, 
stabilizers and gelling agents in refrigerated and frozen foods.

RESUMO

O cultivo e a produção de batata-doce na Colômbia registram poucos exce-
dentes para o mercado nacional, sua produção é de aproximadamente 6 t / 
ha, disse que a produção está centrada na região do Caribe colombiano, nos 
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departamentos de Córdoba e Sucre; No entanto, o cultivo da batata-doce pode vir a ocupar um lugar importante para 
a indústria alimentícia, devido às suas contribuições nutricionais e ao seu alto teor de amido, considerado ideal para a 
produção industrial de farinhas e amidos. Esta investigação estudou as propriedades físico-químicas e funcionais do 
amido obtidas de duas variedades de batata-doce, onde foram analisadas a capacidade de absorção de água, viscosida-
de máxima, temperatura de gelatinização, sedimentação e estabilidade. Antes das determinações, as amostras foram 
secas com peso constante. Verificou-se que o amido de batata-doce amarelo resultou em melhor qualidade devido à sua 
menor solubilidade, maior absorção de água, maior poder de intumescimento e maior temperatura de gelatinização que 
o amido de batata-doce roxo, mostrando valores encorajadores para a indústria de alimentos como espessantes, estabi-
lizadores e gelificantes em alimentos refrigerados e congelados.

INTRODUCCIÓN

La batata (Ipomea batatas Lam.) pertenece al grupo de raíces y tubérculos, conocidos por ser fuentes principales 
de carbohidratos de gran aporte calórico (almidón), sin dejar de lado la presencia en su composición de otros 
nutrientes [1] Las características de la batata como cultivo resistente, la convierten en un actor principal de 
la seguridad alimentaria, en cuanto a disponibilidad, accesibilidad, estabilidad y utilización. Alrededor de 105 
millones de toneladas de este alimento se produjeron en el mundo en 2016 [2].

En la actualidad existen muchas variedades de batata, las cuales se diferencian dependiendo de sus atributos 
físicos y químicos, un ejemplo de esto es la gran cantidad de betacaroteno presente en la batata de pulpa naranja 
o amarilla, este atributo ha ocasionado un aumento en la demanda de este tipo de batata, particularmente en la 
industria de alimentos donde se utiliza como ingrediente para productos de panadería, aperitivos, espesantes 
y de confitería el cual ha llevado a una creciente demanda e interés por este tipo de batata [3] A su vez puede 
transformarse en harina para una vida útil más larga [4].

Otro componente importante que posee la batata es el almidón, fuente de energía importante en la dieta huma-
na. Con el inicio de la industria de alimentos procesados se dio paso a la necesidad de disponibilidad de almidón 
puro y por ende al crecimiento en el uso de estos [5]. La utilidad del almidón en formulaciones y aplicaciones 
industriales depende de las siguientes propiedades: gelatinización, retrogradación; solubilidad, hinchamiento, 
absorción de agua, sinéresis y comportamiento reológico de sus pastas y geles, por lo anterior se hace necesa-
rio conocer las propiedades funcionales, debido a que las investigaciones referentes a las raíces como camote, 
ñampí (Malanga), ñame y yuca aún se encuentran en etapa inicial [6].

El objetivo del presente trabajo fue evaluar las propiedades fisicoquímicas y funcionales del almidón obtenido a 
partir de las variedades de batata morada pulpa blanca y amarilla pulpa naranja (Ipomoea batatas).

MÉTODO

Recolección de las muestras 

10 kg de batatas fueron obtenidas en el mercado público del sur de Montería (Córdoba- Colombia), 5 kg de 
batata amarilla y 5 kg de batata morada, localizado geográficamente en la coordenada, 8°44´34” Norte y 75° 
53´14” Oeste a 20 msnm, temperatura promedio de 28°C y humedad relativa de 85%, libres de daños mecánicos 
y de microorganismos, las batatas fueron suministradas por un mismo proveedor, con el objetivo de minimizar la 
posibilidad de mezclas varietales, siendo escogidas las raíces de batata tipo morada con la mayor homogeneidad 
posible en tamaño, madurez y peso. 
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Extracción de almidón de batata 

El almidón se obtuvo siguiendo la metodología propuesta por [7] en la cual las muestras de las dos variedades 
de batata (amarilla y morada) fueron peladas, cortadas en cubos de aproximadamente 3 cm y sumergidos por 
30 minutos en solución de Bisulfito de Sodio (NaHSO

3
) (1500 ppm, 1:3 (p/v)). Posteriormente los cubos fue-

ron triturados durante 2 minutos en una licuadora industrial y la masa resultante se mezcló en recipientes que 
contenían solución de NaHSO

3 
(1500 ppm de SO

2
, 1:1 (v/v)). Seguidamente la lechada de almidón se filtró para 

eliminar la fibra y se dejó en reposo para sedimentación a 4°C por 4 horas. Luego el líquido sobrenadante se 
eliminó y el sedimento se lavó 3 veces con agua destilada, centrifugando en el último lavado a 2500 rpm, por 
12 minutos con la finalidad de recuperar el almidón. Posteriormente, se secó en una estufa a 55°C, durante 24 
horas para posterior molienda en el equipo Pulverisette 16 hasta que se obtuvo un polvo (malla 100), luego se 
almacenó en frascos de vidrio con cierre de tapa hermética hasta su uso.

Caracterización fisicoquímica del almidón

Se evaluó la composición fisicoquímica del almidón obtenido a partir de las variedades de batata morada y amarilla 
de acuerdo a la metodología descrita por [8]. Se evaluaron las siguientes propiedades: humedad (AOAC 925.10), 
cenizas (AOAC 923.03), grasa bruta (AOAC 920.85), proteína bruta (AOAC 920.87), y fibra bruta (AOAC 985.29).

Los carbohidratos totales fueron obtenidos mediante diferencia de los datos reportados en el análisis proximal, 
tal como se muestra en la Ecuación 1. 

(Ec. 1)

La energía se calculó utilizando los factores de conversión de Atwater, como se muestra en la Ecuación 2. 

(Ec. 2)

Caracterización funcional del almidón

Se ejecutaron los siguientes ensayos: Índice de absorción de agua (IAA), índice de solubilidad en agua (ISA) y po-
der de hinchamiento (PH): utilizando la técnica escrita por [9] la cual consistió en agregar 1,25 g de la muestra de 
almidón de batata a los tubos de centrifuga seco, más 30 mL de agua destilada precalentada a 60°C, se procedió 
a agitación y después se llevaron los tubos a baño maría por 30 minutos a 60°C, la agitación de la suspensión 
se comenzó a los 10 minutos de iniciado el calentamiento. Seguidamente se centrifugaron a 4900 RPM por 30 
minutos a temperatura ambiente, se separó el sobrenadante y midió el volumen en una probeta graduada, luego 
se tomaron 10 mL del sobrenadante, se adicionaron en un vaso de precipitado y se secó el sobrenadante en un 
horno a 70ºC. Finalmente, se pesó el tubo de centrifuga con el gel y el vaso de precipitado con los insolubles en 
una balanza analítica. Para la determinación del IAA, ISA y PH se utilizaron las ecuaciones 3, 4 y 5. 

(Ec. 3)

(Ec. 4)
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(Ec. 5)

Temperatura de gelatinización

Se utilizó la técnica descrito por [10], la cual consistió en adicionar 10 g de almidón de batata en un frasco volu-
métrico, disolver y completar con agua destilada hasta 100 mL, seguidamente se tomaron 50 mL de la suspen-
sión de almidón de batata y se agregaron a un vaso de precipitado de 100 mL, se calentó en baño maría a 85°C 
y se agitó de manera constante la suspensión de almidón hasta la formación de una pasta en conjunto con una 
temperatura estable. La temperatura de gelatinización se determinó directamente del termómetro.

Se utilizó un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%, al momento de encontrar diferen-
cias significativas (p<0,05) se compararon mediante una prueba t-student.

RESULTADOS

Caracterización fisicoquímica del almidón de batata morada y amarilla. 

Los resultados obtenidos de la caracterización fisicoquímica del almidón de batata morada y amarilla se mues-
tran en el Cuadro 1.

Análisis de Humedad

Los valores obtenidos de la humedad del almidón de batata morada y de batata amarilla fueron 10,95% y 
10,91% respectivamente, valores muy cercanos a otros reportados en 5,50-19,14% [11], pero superiores a 
3,86–6,52%[7], 7,34%[12], 8,03%[1] y 9,83% [13].

Esta diferencia de resultados puede obedecer a que la humedad depende del método utilizado y de las condicio-
nes de deshidratación utilizadas [14]. Valores de humedad superiores al 13% puede ocasionar daño microbiano 
y por lo tanto, el deterioro en la calidad del polímero [12].

Para porcentaje de humedad, se describen valores para otros tipos de tubérculos y raíces como almidón de 
ñame (8,98%), almidón de yuca (9,12%) reportados por [1]; almidón de ñame (8,66–10,22%) y almidón de yuca 

Cuadro 1. Composición fisicoquímica del almidón de batata*

Variables Almidón batata morada Almidón batata amarilla

Humedad (%) 10,95 ± 0,49a 10,91 ± 0,13a

Cenizas (%) 0,32 ± 0,02a 0,38 ± 0,05a

Fibra cruda (%) 0,43 ± 0,01a 0,47 ± 0,04a

Proteína (%) 0,38 ± 0,04a 0,34 ± 0,08a

Grasa (%) 0,46 ± 0,29a 0,20 ± 0,10a

Carbohidratos totales (%) 87,35 ± 0,69a 87,69 ± 0,18a

Energía (Kcal/100 g almidón) 355,99 ± 5,34a 353,91 ± 1,34a

*Letras iguales en la misma fila no denotan diferencia estadística significativa (P>0,05).
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(7,80–8,47%) [15]; almidón de yuca (9,48%) y almidón de papa (19%) [7]. Como se observa en el Cuadro 1, los 
porcentajes de humedad del almidón de batata morada y amarilla obtenidos son superiores a los porcentajes del 
almidón de ñame y yuca e inferiores al almidón de papa. 

Análisis de Cenizas

Los reportes del contenido de cenizas del almidón de batata morada y amarilla fueron 0,32 y 0,38% respecti-
vamente, demostrando que son acordes con los reportados por otros autores, para almidón de batata (0,10-
0,47%) [7], (0,31%) [12] y (0,26%) [13].

El porcentaje de cenizas reportado en la literatura para otros tipos de tubérculos y raíces como, el almidón de 
ñame (0,40%), almidón de yuca (2,1%), almidón de papa (0,40 %) reportado por [16]; almidón de papa (0,27-
0,86%) obtenido por [7]; almidón de ñame (0,36%), almidón de yuca (0,34%) y almidón de papa (0,44%) reporta-
dos por [15], valores cercanos a los obtenidos para almidón de batata en esta investigación.

Análisis de Fibra Cruda 

En el cuadro 1 se presentan los resultados del porcentaje de fibra cruda del almidón de batata morada y ama-
rilla, cuyos valores fueron de 0,43 y 0,47% respectivamente, estos valores son superiores al reportado por [7] 
(0,28%). Además, otros autores muestran para fibra cruda estudios para otros tipos de tubérculos y raíces, para 
almidón de yuca (0,05 %) y almidón de papa (0,05 %) [15] y almidón de ñame (0,22 %) [17], valores por debajo de 
los reportados para almidón de batata en esta investigación. El % de fibra es importante ya que ayuda a mante-
ner el corazón sano y ayuda a la liberación lenta y sostenida de la energía, lo cual ayuda a mantener estable los 
niveles de azúcar en sangre a lo largo del día y al control del estreñimiento. 

Análisis de Proteína 

Los reportes del contenido de proteína del almidón de batata morada y amarilla fueron 0,38 y 0,34% respecti-
vamente demostrando que están acordes con los reportados por otros autores para almidón de batata, (0,28–
0,75%) [12] y cercanos a 0,37% [13] y superior a 0,22% [7] quienes afirman que el contenido de proteína es 
determinante en las características estructurales y funcionales de los almidones, condicionando el uso de estos 
en la industria alimentaria. 

El porcentaje de proteína reportado en la literatura para otro tipo de tubérculos y raíces como, almidón de ñame 
es de 0,86% [1], almidón de ñame 0,80% [18], almidón de yuca 0,60% y almidón de papa (0,62 %) [15], valores 
superiores a los que se encontraron para almidón de batata en esta investigación. 

Análisis de Grasa 

En el cuadro 1 se presentan los resultados del porcentaje de grasa del almidón de batata morada y amarilla, cuyos 
valores fueron de 0,46 y 0,20% respectivamente, estos valores son superiores al reportado por [7] (0,28%). Los 
datos del contenido de grasa del almidón de batata morada y amarilla, son inferiores a otros reportados 0,52% [1].

El contenido de grasas reportado en literatura para otros tipos de tubérculos y raíces, para almidón de yuca 
(0,12 %) y almidón de ñame (0,22%) [1]; almidón de yuca (0,30–0,32%) y almidón de papa (0,35 %) [15] y almidón 
de yuca (0,20 %) y almidón de papa (0,05 %) [7], valores inferiores al obtenido en esta investigación para almidón 
de batata morada, pero similares con respecto al obtenido para almidón de batata amarilla. 
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Análisis de Carbohidratos Totales 

En cuanto al contenido de carbohidratos totales del almidón de batata morada y amarilla fueron de 87,35 y 87,69%, los 
cuales concuerdan con los reportados para almidón de batata con 80-90% [19], 90% [20], 98,11%) [14] y 90,4% [21].

El contenido de carbohidratos totales reportado en literatura para otros tipos de tubérculos y raíces, son 81% 
para almidón de ñame [18], 66,7% para almidón de papa, 72,8% para almidón de ñame y 86,9% para almidón de 
yuca [1], valores inferiores a los obtenidos para almidón de batata en esta investigación. 

Análisis de Calorías 

En el cuadro 1 se presentan los resultados del porcentaje de calorías del almidón de batata morada y amarilla, 
cuyos valores fueron de 355,99 y 353,91 kcal/100 g respectivamente, concuerdan con los 351 Kcal/100 g almidón 
de batata [1]; estos autores también reportaron valores de aporte calórico de 318 Kcal/100 g en almidón de ñame, 
364 Kcal/100 g en almidón de yuca y 316 Kcal/100 g en almidón de papa, observando así que los resultados repor-
tados en literatura para almidón de ñame y papa son inferiores a los obtenidos para almidón de batata, por otro 
lado el almidón de yuca reporta un aporte calórico mayor al del almidón de batata obtenido en el presente estudio.

Las calorías permiten que el organismo desarrolle funciones elementales como digerir los alimentos y mantener 
la temperatura corporal. Asimismo, entregan compuestos esenciales para el funcionamiento adecuado de los 
órganos y del sistema inmune.

Caracterización funcional del almidón de batata morada y amarilla 

En el Cuadro 2 se relacionan los resultados obtenidos de la caracterización funcional del almidón de batata 
morada y amarilla.

Índice de absorción de agua (IAA) solubilidad en agua (ISA) y Poder de hinchamiento (PH) 

Se tiene que el índice de absorción de agua (IAA) del almidón de batata morada y amarilla tuvieron valores de 
1,91 y 1,72 g

gel
/g, valores superiores a los reportados con 0,45 y 1,15 g

gel
/g almidón de batata [11]. La cantidad de 

agua retenida en los gránulos de almidón está relacionado con el contenido de proteína y carbohidratos, estos 
autores reportaron valores entre 2,95 a 7,20 g

gel
/g almidón de batata, valores superiores a los obtenidos en el 

presente estudio [20]. Con respecto a la literatura para otros tipos de tubérculos y raíces, en almidón de ñame 
con 2,65 g

gel
/g almidón [18], en almidón de papa 5,83 g

gel
/g almidón [15] y n almidón de yuca 0,82–15,52% [22], 

valores superiores a los obtenidos para almidón de batata en esta investigación.

Con relación al índice de solubilidad en agua (ISA) del almidón de batata morada y amarilla cuyos valores fueron de 
2,91 y 0,92% respectivamente, son inferiores a los reportados por  (7–16% en almidón de batata);  (8,56 a 19,97%). 
La solubilidad del almidón dependerá de una serie de factores tales como la fuente de extracción [23], las fuerzas 
inter-asociativas entre sus moléculas, el poder de hinchamiento y la presencia de otros componentes . Se reporta 

Cuadro 2. Composición funcional del almidón de batata*

Variables Almidón batata morada Almidón batata amarilla

Índice de absorción de agua (IAA) (g agua/g almidón) 1,91 ± 0,28a 1,72 ± 0,02a

Índice de solubilidad en agua (ISA) (%) 2,91 ± 0,74a 0,92 ± 0,45b

Poder de hinchamiento (PH) (%) 1,93 ± 0,29a 1,73 ± 0,02a

Temperatura de Gelatinización (°C) 76,67 ± 2,31a 76,33 ± 3,21a

*Letras diferentes en la misma fila denotan diferencia estadística significativa (P<0,05).
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para otras raíces y tubérculos como almidón de yuca 0,27–12,32% [22], almidón de papa 4,8-7,5% [25] y almidón 
de ñame 0,59-1,92% [17], valores cercanos a los obtenidos para almidón de batata en esta investigación. 

Respecto al poder de hinchamiento, los valores obtenidos con (PH) del almidón de batata morada y amarilla 
presentaron valores de 1,93 y 1,73%, son inferiores a los reportados para almidón de batata (8,79- 9,11%) [11]. 
Las diferencias en el poder de hinchamiento de los almidones de batata podrían atribuirse a las variaciones en 
las fuerzas de unión asociativa dentro de los gránulos de almidón. Con respecto a lo reportado en literatura para 
otros tipos de tubérculos y raíces, se tiene para almidón de papa criolla 11,4% , almidón de ñame 2,66% [18] y 
almidón de yuca 0,79-15,45% [22], valores superiores a los obtenidos para almidón de batata en esta investi-
gación. Una baja solubilidad, alta absorción de agua y un alto poder de hinchamiento son almidones de buena 
calidad y los almidones de batata, posee estas características.

Temperatura de gelatinización

Los resultados obtenidos de la temperatura de gelatinización del almidón de batata morada y amarilla (Cuadro 
2) cuyos valores son 76,67 y 76,33 ºC, son cercanos a otros reportados por Abegunde et al; acosta y Blanco, 
Velásquez y Quintero quienes reportaron valores de 62,54–75,9°C [12], 78,50°C [1] y mayor de 61,3°C [7].

Autores como Aristizabal et al.; Cerón-Lasso et al.; Salcedo et al.; muestran que la temperatura de gelatinización 
del almidón de yuca se encuentra en el rango 57,5–70°C [22], para almidón de papa 62°C [26] siendo inferiores a 
los valores obtenidos en esta investigación y almidón de ñame 83–84,2°C [17], los cuales son superiores al obte-
nido para almidón de batata morada y amarilla. Una mayor temperatura de gelatinización en almidones nativos, 
refleja una mayor estabilidad interna del gránulo de almidón, normalmente asociada a una mayor presencia de 
zonas semicristalinas [1,27,28,29,30].

En virtud de que las propiedades funcionales mostradas por los almidones nativos de los tubérculos tropicales 
fueron en algunos casos mejores al tradicional almidón de maíz, pero similares a las reportadas para las mismas 
variedades cultivadas en otra parte del mundo, la importancia de este trabajo radica en revalorar aquellos culti-
vos, como los tubérculos tropicales (batata), que, por diversas razones, han sido poco estudiadas, pero que por 
sus componentes tienen un prometedor potencial de explotación. Particularmente, el elevado contenido de al-
midón presente y la gran versatilidad de propiedades fisicoquímicas y funcionales encontradas para este polisa-
cárido, hacen posible la utilización de los recursos naturales de la región, con la finalidad de contar con alterna-
tivas propias que permitan evitar, en lo posible, la dependencia del exterior de estos ingredientes alimentarios.

CONCLUSIONES

En la caracterización fisicoquímica del almidón de batata morada y amarilla no se encontraron diferencias signi-
ficativas según la prueba t-student (p>0,05) en cuanto al contenido de humedad (10,95 y 10,91%); cenizas (0,32 
y 0,38%); fibra cruda (0,43 y 0,47%); proteína (0,38 y 0,34%); grasa (0,46 y 0,20%), carbohidratos totales (87,35 
y 87,69%); calorías (355,99 Kcal/100 g almidón y 353,91 Kcal/100 g almidón) 

El almidón obtenido de batata amarilla presentó mejor calidad con mayor contenido de almidón con respecto 
al almidón de batata morada, ya que obtuvo una baja solubilidad, alta absorción de agua y un alto poder de hin-
chamiento en su caracterización funcional. La temperatura de gelatinización de los almidones de batata morada 
(76,67 °C) y amarilla (76,33 °C), pueden ser usados en productos que requieran altas temperaturas, tales como 
los productos enlatados, alimentos para bebés, entre otros.
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RESUMEN 

La selección de rizobios nativos fijadores de nitrógeno (N) es importante para 
la producción de leucaena utilizada en la producción pecuaria. En el estado 
de Rio Grande do Sul (RS), Brasil es escasa la información de cepas nativas 
de rizobios con capacidad simbiótica con plantas de leucaena. El objetivo de 
este trabajo fue seleccionar rizobios nativos, eficientes en la fijación biológica 
de N en plantas de leucaena en RS. Se tomaron muestras de suelo y nódulos 
en diferentes localidades de RS, luego se utilizaron semillas de leucaena para 
obtener nódulos que fueron procesados en medios de cultivo para la obtención 
de los aislamientos. Se realizó un experimento en condiciones de invernade-
ro para evaluar la eficiencia de los rizobios, mediante la determinación de la 
masa seca de la parte aérea (MSPA), masa seca de la raíz, número de nódulos 
y N acumulado de las plantas. Se seleccionaron los aislamientos de rizobios 
Leu01 y Leu02 como eficientes en la fijación de N por proporcionar aumento 
de la MSPA y acumulo de N en las plantas de leucaena similar al tratamiento 
control que recibió N mineral. Por tanto, estos aislamientos podrían ser promi-
sores en futuros estudios en invernadero y campo de esta leguminosa. 

ABSTRACT 

The selection of native rhizobia nitrogen (N)-fixing is important for the pro-
duction of leucaena used in livestock production. In the state of Rio Grande 
do Sul (RS), Brazil there is little information of native isolates of rhizobia with 
symbiotic capacity with leucaena plants. The objective of this research was to 
select native rhizobia, efficient in the biological N fixation in leucaena plants in 
RS state. Soil and nodule samples were taken at different locations in RS, then 
leucaena seeds were used to obtain nodules that were processed in culture 
media to obtain the isolates. An experiment under greenhouse conditions was 
conducted to evaluate the efficiency of rhizobia isolates. The dry shoot dry 
mass (SDM), dry mass of the root, number of nodules and the N accumulated 
N of the plants were determined. The isolates of rhizobia Leu01 and Leu02 
were selected as efficient in N fixation because they provide increase in MSPA 
and an accumulation of N in leucaena plants similar to the control treatment 
that received N mineral. These isolates could be promising in future greenhou-
se and field studies of this legume.

RESUMO 

A seleção de rizóbios autóctones fixadores de nitrogênio (N) é importante para a 
produção de leucena utilizada para a produção pecuária. No estado do Rio Grande 
do Sul (RS), Brasil, existem poucas informações sobre isolados de rizóbios autócto-
nes com capacidade simbiótica com plantas de leucena. O objetivo deste trabalho 
foi selecionar isolados de rizóbios autóctones, eficientes na fixação biológica de ni-
trogênio em plantas de leucena no estado do RS. Foram coletadas amostras de solo 
e nódulos em diferentes locais do RS e, logo foram utilizadas sementes de leucena 
para obter os nódulos que em seguida foram processados em meios de cultura para 
obtenção dos isolados. Foi conduzido um experimento em casa de vegetação para 
avaliar a eficiência dos isolados de rizóbios, determinando-se a massa seca da parte 
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aérea, massa seca da raiz, número de nódulos e nitrogênio acumulado nas plantas. Foram selecionados os isolados de rizóbios 
Leu01 e Leu02 como eficientes na fixação de N por proporcionarem o aumento da MSPA e acumulo de N nas plantas de leuce-
na, semelhante ao tratamento controle não inoculado que recebeu fertilização nitrogenada, sendo estes isolados considerados 
como promissores que poderiam ser utilizados em outros estudos em casa de vegetação e campo desta leguminosa.

INTRODUCCIÓN

La producción animal, principalmente la ganadería, es una de las actividades más importante en el estado de Rio 
Grande do Sul, Brasil, siendo los pastos nativos la base para la alimentación animal. La necesidad de incrementar 
la producción de alimentos para la producción animal ha permitido el estudio de leguminosas como Leucaena 
leucocephala por su versatilidad, siendo utilizada como forraje, asociada con pastos y otros cultivos anuales, el 
desarrollo de sistemas silvopastoriles y agroforestales, el control de maleza por alelopatía, la recuperación de 
áreas degradadas y reforestación en suelos tropicales [1,2,3,4,5,6,7].

En el Estado de Rio Grande do Sul, debido a las condiciones subtropicales como las bajas temperaturas en el 
invierno y la acidez de los suelos, se han realizado estudios sobre el crecimiento y supervivencia de especies y 
accesiones de leucaena, dentro de las cuales se encuentra Leucaena leucocephala; determinándose una tasa alta 
de crecimiento y sobrevivencia a las condiciones edafoclimáticas del sur de Brasil, siendo reportada como una 
de las especies de mayor potencial para ser cultivada [8].

Por otra parte, algunos estudios demuestran que L. leucocephala posee la capacidad de establecer asociación 
simbiótica con diversos géneros de rizobios como Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium y Mesorhizobium con 
capacidad de fijar N [3,9,10,11] a través de la formación de estructuras conocidas como nódulos que facilitan la 
captación de N atmosférico por medio de la fijación biológica de N. 

En Brasil, existen cepas de rizobios que se encuentran en la colección SEMIA del Departamento de Diagnóstico 
e Investigación Agropecuaria (DDPA), recomendadas para leucaena y liberadas para la producción de inoculan-
tes por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Abastecimiento (MAPA) de Brasil. Sin embargo, en el estado de Rio 
Grande do Sul no se han desarrollado estudios de aislamiento y selección de rizobios nativos, adaptadas a las 
condiciones subtropicales y capaces de establecer asociación simbiótica con leucaena. 

Por lo tanto, el objetivo de esta investigación fue seleccionar rizobios nativos en el estado de Rio Grande do Sul 
simbiontes de leucaena, eficientes en la fijación biológica de nitrógeno que puedan ser utilizados como inoculan-
tes en los sistemas de producción agropecuaria. 

MÉTODO 

Este estudio se realizó en el Laboratorio de Microbiología de Suelos y en el invernadero del Departamento de 
Suelos de la Universidad Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Se tomaron muestras de suelo en diferentes 
lugares de las zonas rurales del estado de Rio Grande do Sul, Brasil (Cuadro 1). El muestreo se realizó a juicio a 
una profundidad de 0 a 20 cm, considerándose la presencia de plantas leguminosas nativas o introducidas. Adi-
cionalmente, fueron recolectados nódulos de plantas de Desmodium sp en la Estación Experimental Agronómica 
(EEA) de la UFRGS en el municipio Eldorado do Sul.

Aislamiento y caracterización de rizobios

Las muestras de suelo fueron recolectadas y transportadas al Laboratorio de Microbiología del Suelo y poste-
riormente se colocaron 10 g de cada muestra en 90 mL de solución salina al 0,85%, manteniéndose en agitación 
durante tres horas.
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Para el aislamiento de rizobios a partir del extracto de suelo se instaló un experimento, utilizando como trampa 
semillas de plantas de leucaena recolectadas en campo para obtener nódulos. Estas semillas fueron escarifi-
cadas con papel de lija No. 100 durante 1 minuto y posteriormente desinfectadas por inmersión sucesiva en 
alcohol al 70% durante 30 segundos, hipoclorito de sodio al 2,5% durante 30 segundos e inmediatamente se 
enjugaron seis veces consecutivas con agua destilada estéril [12]. Luego, las semillas se sembraron por separado 
en vasos plásticos que contenían una mezcla de vermiculita y arena (2:1) e inmediatamente se realizó la adición 
de 2 mL de la suspensión liquida de las muestras de suelo en cada vaso, utilizándose 5 repeticiones para cada 
muestra. Los vasos fueron regados con la solución nutritiva Sarruge [13], para mantener a las plántulas durante 
el experimento en condiciones de laboratorio.

Transcurridos 45 días después de adición de la suspensión de suelo, se realizó la separación de los nódulos de 
las raíces de las plántulas de leucaena y posteriormente se desinfectaron, utilizándose la misma metodología 
descrita anteriormente [12]. Posteriormente, en cabina de flujo laminar los nódulos fueron macerados por se-
parado con un bastón de vidrio en tubos de ensayo estériles. La suspensión obtenida de los nódulos macerados 
se inoculó en placas de Petri con medio de cultivo de levadura manitol con rojo congo (LMR) en cabina de flujo 
laminar utilizando el método de la gota y dispersión por estrías [14]. Seguidamente, las placas fueron incubadas 
a 28ºC ± 2 durante 10 días. Los nódulos recogidos en campo de Desmodium sp. fueron desinfectados y procesa-
dos   de la misma manera que fue descrita anteriormente.

Todos los aislamientos bacterianos fueron transferidos a otras cajas de Petri con medio LMR con el propósito 
de obtener colonias con morfología persistente. Se realizó una evaluación diaria del crecimiento bacteriano de 
cada placa y con la ayuda de un microscopio estereoscópico, se determinó la morfología colonial, observándose 
el diámetro y color de la colonia, tipo de borde, opacidad, consistencia y tiempo de crecimiento [15]. Además, se 
evaluó el cambio de pH en el medio de cultivo de levadura manitol con adición de azul de bromotimol (LMA+AB). 
Los aislamientos puros se mantuvieron en tubos de ensayo de medio LMA en refrigeración a 4°C.

Evaluación de la capacidad simbiótica in vitro de los aislamientos obtenidos 

Los aislamientos obtenidos a partir de nódulos generados por la adición de la suspensión de las muestras de 
suelos en plantas de leucaena y los aislamientos obtenidos a partir de nódulos de Desmodium sp. recolectados 
en campo, además de tres cepas de rizobios Vp16, Lc348, Din3 del banco de cepas de rizobios del Laboratorio 
de Microbiología de Suelos de la UFRGS, fueron evaluados en cuanto a su capacidad para inducir la formación 
de nódulos en plantas de leucaena en condiciones in vitro. Para esto, se usaron tubos de ensayo que contenían 30 
mL de solución nutritiva de Sarruge [13] al 25% semisólida, previamente esterilizado en autoclave.

Los aislamientos obtenidos fueron transferidos para obtener los inóculos en tubos falcon que contenían 30 mL 
de medio de cultivo líquido de levadura manitol (LM) y se mantuvieron en una incubadora orbital a 28 ± 2°C con 
agitación a 120 rpm según el tiempo de crecimiento de cada aislamiento, hasta alcanzar una concentración de 
108 células.mL-1 verificada por medio de recuento en placa.

Cuadro 1. Localización de las muestras recolectadas.

Muestra Lugar Latitud (S) Longitud (O) Leguminosa predominante en el área

1 Eldorado do Sul - RS 30°5’19.03” 51°40’28.21” Desmodium sp.

2 Eldorado do Sul – RS 30°5’16.75” 51°40’29.24” Desmodium sp.

3 Eldorado do Sul – RS 30°6’58.50” 51°39’57.98” Bracatinga (Mimosa sp)

4 Porto Alegre – RS 30°4’15.87” 51°8’20.55” Leucaena (Leucaena leucocephala) 

5 Viamão – RS 30°7’43.57” 51°4’4.44” Maricá (Mimosa bimucronata)

6 Viamão – RS 30°7’51.18” 51°3’58.67” Inga (Inga marginta)

7 Viamão – RS 30°7’50.46” 51°4’0.46” Arbórea sem identificar 
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En cabina de flujo, en cada tubo fue colocada una semilla de leucaena pre-germinada en cabina de flujo laminar, 
realizándose 3 repeticiones por cada aislamiento bacteriano. Luego, se inoculó 1 mL del caldo de cada aislamiento 
en cada tubo. Después de la inoculación, los tubos se mantuvieron en un lampadario con 8 h luz por día a tempera-
tura ambiente de 30°C aproximadamente. Se utilizó como control un tubo no inoculado. Transcurrido un período 
de 40 días, fue observada la formación de nódulos en las raíces de las plantas y verificado si estos se encontraban 
activos por la coloración rojiza que genera la actividad de la leg-hemoglobina, que indica la fijación biológica de N.

Evaluación de la eficiencia simbiótica en la fijación de nitrógeno por los rizobios

Los aislamientos de rizobios fueron seleccionados del experimento in vitro anteriormente descrito, por su capa-
cidad de inducir la formación de nódulos en plantas de leucaena. Estos aislamientos, fueron evaluados en cuanto 
a su eficiencia en la fijación biológica de N en condiciones de invernadero. Para esto, cinco semillas de leucaena 
previamente escarificadas y desinfectadas fueron sembradas en vasos Leonard, que contenían una mezcla de 
vermiculita y arena (2:1) en la superior y en la parte inferior solución nutritiva Sarrugue [13] exenta de N. Segui-
damente, se realizó la inoculación de las semillas con los aislamientos de rizobios seleccionados, adicionando 2 
mL de inóculo en concentración de 10-8 células.mL-1. Se utilizaron como tratamiento control las cepas de la colec-
ción SEMIA: 6361 (Bradyrhizobium sp), 6097 (Bradyrhizobium sp), 4077 (Rhizobium tropici CIAT 899) recomenda-
das para leucaena y liberadas por el Ministerio Agricultura, Pecuaria y Abastecimiento (MAPA) de Brasil para la 
industria de inoculantes. Una semana después, se hizo el raleo de las plantas dejando solo una planta por vaso.

Se siguió un diseño experimental de bloques al azar con 17 tratamientos y cinco repeticiones, donde fueron 
evaluados 11 aislamientos, 2 cepas recomendadas de la colección de cepas “SEMIA” de rizobios y dos controles 
sin inoculación. Uno de estos controles sin inocular fue sin adición de N (Control-N) y el otro con adición de N 
(Control+N), utilizándose una dosis de N de 100 kg.ha-1 en la forma de nitrato de amonio (NH

4
NO

3
). Esta dosis 

de N se adicionó fraccionada, semanalmente en 6 aplicaciones de 10 mL de una solución (1,2 g.L-1) de NH
4
NO

3
. 

Transcurrido un periodo de 60 días de cultivo, las plantas fueron retiradas de los vasos, separando la parte aé-
rea del sistema radicular. Se determinó la masa seca de la parte aérea (MSPA), la masa seca de la raíz (MSR), el 
número de nódulos (NN) y el nitrógeno total acumulado (Nac) de la parte área y posteriormente el índice de 
eficiencia relativa (IER) [16] de la fijación biológica de N de los aislamientos de rizobios. Para esto, la parte aérea 
de las plantas se colocó en bolsas de papel y se dejó secando en un horno de circulación forzada a 65°C durante 
tres días, luego se procedió a molerlas para la posterior determinación de N [17]. Las raíces fueron lavadas con el 
fin de eliminar las partículas del sustrato adheridas, los nódulos se separaron para su cuantificación y las raíces 
se secaron en el horno y se pesaron en la balanza.

El IER se calculó utilizando la fórmula (Ec.1) [16]:

(Ec. 1)

Donde:

NT = nitrógeno total de la planta con tratamiento inoculado.

NT-N = nitrógeno total del tratamiento control no inoculado y sin adición de nitrógeno, que en este caso fue 
considerado como 0 mg debido a que la masa seca de este tratamiento fue poca, lo que no permitió su análisis. 
Sin embargo, las plantas tienen una baja cantidad de nitrógeno que proviene de la reserva de la semilla [18].

NT+N = nitrógeno total del tratamiento control no inoculado con adición de nitrógeno.
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Los datos obtenidos se sometieron a análisis de varianza y a la prueba de comparación de medias de Tukey 
(p<0,05), utilizando el paquete estadístico SPSS 15.

RESULTADOS

Aislamientos obtenidos a partir de muestras de suelo

En el aislamiento a partir de muestras de suelo utilizando plantas de leucaena como trampa para obtener nó-
dulos, se obtuvieron 17 aislamientos, distribuidos así: 2 a partir de la muestra 1 (Leu09, Leu10), 2 de la muestra 
2 (Leu11, Leu12), 1 de la muestra 3 (Leu13), 8 de la muestra de 4 (Leu01, Leu02, Leu03, Leu04, Leu05, Leu06, 
Leu07, Leu08), 1 a partir de la muestra 5 (Leu14), 1 de la muestra 6 (Leu15) y 2 de la muestra 7 (Leu16, Leu17) 
(Cuadro 2). Resultados similares fueron encontrados en un estudio de caracterización de rizobios simbiontes de 
leucaena en diferentes locales en Mérida (México), donde se obtuvieron 23 aislamientos de rizobios [15]. 

Se observó una escasa nodulación a partir de las muestras de suelo de algunos puntos de muestreo y esto puede 
deberse a que no existían cultivos o plantas de leucaena en estas localidades, con excepción de la muestra 4 don-
de se obtuvo el mayor número de aislamientos con 47 % (Figura 1) que fue tomada de suelo rizósferico de una 
planta de leucaena. Las plantas de leucaena se caracterizan por presentar una alta especificidad para establecer 
asociación simbiótica con rizobios, lo que limita la fijación biológica de N con los rizobios que forman nódulos 
[11,20]. En un estudio de aislamientos de rizobios en diferentes puntos de muestreo en campo, fueron encontra-
dos también una baja nodulación, atribuyendo esto a la inexistencia de cultivos de leucaena [20].

A partir de los nódulos de plantas de Desmodium sp recolectadas en el campo se obtuvieron 12 aislamientos, que 
posteriormente fue determinado si tenían la capacidad de formar nódulos en las plantas de leucaena (Cuadro 2). 

Evaluación de la capacidad simbiótica in vitro de los aislamientos obtenidos

En la prueba de evaluación de la capacidad simbiótica in vitro de los aislamientos obtenidos, fue evidenciada por 
la producción de la coloración rojiza al interior del nódulo por actividad de la leg-hemoglobina, siendo deter-
minados como rizobios simbiontes de leucaena los aislamientos Leu01, Leu02, Des04, Des05, Des06, Des09, 
Des15 y Des23 (Cuadro 2), los cuales fueron seleccionados para el experimento de eficiencia en la fijación bio-
lógica de nitrógeno. Las tres cepas Vp16, Lc348, Din3 del banco de aislamientos de rizobios del Laboratorio de 
Microbiología de Suelos de la UFRGS, que fueron incluidas en este experimento no tuvieron la capacidad para 
inducir la formación de nódulos, a pesar de su capacidad de establecer simbiosis con otras leguminosas [12]. 

La evaluación de simbiosis de los aislamientos con leucaena fue determinada por la actividad de la leghemog-
lobina evidenciada nos nódulos siendo considerados fix (+) activos, fix (-) negativo. Des: Desmodium sp.; Leu: 
Leucaena leucocephala; LMA+AB: Levedura manitol agar+ azul de bromotimol

Evaluación de la eficiencia en la fijación biológica de nitrógeno de los rizobios

Los resultados de MSPA, MSR, NN, Nac y el índice IER determinados en las plantas  de leucaena inoculadas con 
los aislamientos y las cepas SEMIA de rizobios son presentados en el Cuadro 3. 

Se encontró una mayor masa seca en los tratamientos con los aislamientos de rizobios Leu01, Leu02, las tres 
cepas SEMIA 6361, SEMIA 6097 y SEMIA 4077, presentando diferencias con el tratamiento control no inocula-
do y sin adicion de N (Control-N), como tampoco hubo diferencias con el tratamiento control no inoculado, que 
recibió adición de nitrógeno (Control+N) según la prueba de Tukey. Estos resultados indican que tanto los aisla-
mientos de rizobios Leu01 y Leu02 como las cepas SEMIA promueven el crecimiento de las plantas de leucaena. 
Resultados similares fueron obtenidos en un estudio con cepas nativas de Rhizobium sp inoculadas en plantas de 
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leucaena, donde las cepas contribuyeron en el aumento la masa seca de las plantas [11]. En contraste, difieren de 
los resultados encontrados en un estudio realizado con cepas de la colección de rizobios del Instituto Nacional 
de Investigaciones de la Amazonia (INPA) de Brasil, que fueron inoculadas en plantulas de leucaena, evaluando 
el efecto sobre la masa seca y comparadas con el control sin inocular y que recibió fertilizacion nitrogenada, no 
encontrando diferencias entre los tratamientos [21]. 

Por otra parte, fue evidenciado en las plantas de leucaena inoculadas con los aislamientos de rizobios obtenidos 
de nodulos de Desmodium sp. una baja MSPA, semejante al tratamiento control no inoculado sin adicion de N 
(Controle-N). Estos resultados pueden estar asociado a la baja nodulación presentada, a pesar de que estos ais-
lamientos de rizobios fueron determinados como simbiontes de leucaena en la prueba de capacidad simbiótica, 

Cuadro 3. Valores promedio de masa seca de la parte aérea (MSPA), masa seca de la raíz (MSR), número de nódu-
los (NN), nitrógeno acumulado (Nac) de las plantas inoculadas con rizobios y el índice de eficiencia relativa (IER). 

Tratamientos
MSPA MSR NN Nac IER 

g  - mg %

Control+N 0,35 a 0,24 a  0 d  6,32 a 100

SEMIA 6361 0,41 a 0,24 a 30 b 10,78 a 141

SEMIA 6097 0,33 a 0,24 a 32 b  7,69 a 113

SEMIA 4077 0,43 a 0,20 a 35 ab 10,83 a 148

Leu01 0,37 a 0,21 a 40 a  9,31 a 129

Leu02 0,37 a 0,21 a 34 b  8,00 a 127

Des04 0,14 b 0,09 a  6 c 0,00* 0

Des05 0,14 b 0,11 a  8 c 0,00* 0

Des06 0,16 b 0,11 a  8 c 0,00* 0

Des09 0,12 b 0,13 a  9 c 0,00* 0

Des15 0,15 b 0,10 a  9 c 0,00* 0

Des23 0,16 b 0,12 a  9 c 0,00* 0

Control-N 0,10 b 0,09 a  0 d 0,00* 0

* No determinado en este tratamiento por la poca cantidad de muestra. Letras distintas indican diferencias significativas entre tra-
tamientos, según prueba de tukey al 5%.

Figura 1. Porcentaje de aislamientos obtenidos de muestras de suelo por localidades del 
Estado de Rio Grande do Sul, Brasil. 
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concordando con un trabajo similar [20], donde fue reportado que no todos los rizobios que establecen simbio-
sis con leguminosas son eficientes en la fijacion biologica de N. 

En la variable masa seca de la raíz, no fueron observadas diferencias entre los tratamientos, lo que indica que los 
rizobios no estimularon el crecimiento radicular de plantas de leucaena. 

En relación al número de nódulos (NN) se evidenció que los aislamientos de rizobios Leu01, Leu02 y las tres 
cepas (SEMIA 6361, SEMIA 6097 y SEMIA 4077) fueron los que tuvieron mayor capacidad de formar nódulos 
en comparación con los aislamientos de nódulos de Desmodium sp. simbiontes de leucaena que presentaron una 
baja nodulación. Estos resultados coinciden con los observados en un estudio de establecimiento de sistemas 
silvopastoriles en campo, donde semillas de leucaena fueron inoculadas con el producto comercial Ferbiol que 
contenía la cepa Rhizobium loti, cultivadas en vivero y posteriormente sembradas en campo, durante ocho sema-
nas, donde no evidenciaron diferencias en el número de nódulos entre las plantas inoculadas y no inoculadas, sin 
embargo encontraron que los nódulos de las plantas no inoculadas se encontraban inactivos, ya que son nódulos 
establecidos por rizobios autóctonos del suelo [3]. Otros resultados similares fueron evidenciados en una inves-
tigación realizada en invernadero con aislamientos Rhizobium sp. nativos y una cepa comercial inoculados en 
semillas y plántulas de leucaena, que estimularon la nodulación de las plantas favoreciendo la fijación de N [11]. 

En el N acumulado por las plantas, los resultados obtenidos muestran que los aislamientos de rizobios Leu01, 
Leu02 y las tres cepas (SEMIA 6361, SEMIA 6097 y SEMIA 4077) proporcionaron una acumulación de N similar 
al tratamiento control no inoculado que recibió fertilización nitrogenada (Controle+N) según la prueba de Tukey, 
con la diferencia de que nitrógeno acumulado por las plantas inoculadas con rizobios es proveniente de la fijación 
biológica de N y de la reserva que poseen las semillas [18]. Resultados similares fueron encontrados en un estu-
dio, donde los aislamientos de Rhizobium sp. y las cepas comerciales incrementaron el porcentaje de nitrógeno 
en las plantas de leucaena inoculadas favoreciendo el crecimiento vegetal en condiciones de invernadero [11]. 

Por otra parte, el índice de eficiencia relativa (IER) (BROCKWELL et al., 1966) que muestra el porcentaje de 
eficiencia de una bacteria en asociación simbiótica con leguminosas en fijar N, permitió evidenciar que tanto 
los aislamientos Leu01 y Leu02 como las tres cepas (SEMIA 6361, SEMIA 6097 y SEMIA 4077) presentaron 
porcentaje de eficiencia similar o superior al control no inoculado, que recibió fertilización nitrogenada (Con-
trol+N), lo que permite inferir que estos aislamientos y cepas son eficientes en la fijación biológica de N. 

CONCLUSIONES

Los aislamientos de rizobios Leu01 y Leu02 obtenidos en este estudio son eficientes en fijar nitrógeno en asocia-
ción simbiótica con plantas de leucaena. Por tanto, podrían ser utilizados en próximas etapas de estudios de inver-
nadero y campo, para su evaluación agronómica que comprueben su potencial como futuras cepas de inoculantes. 

Los aislamientos de rizobios obtenidos de nódulos de Desmodium sp. no son eficientes en la fijación biológica de 
nitrógeno en plantas de leucaena.
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ABSTRACT

In the search for alternatives to materials such as expanded polystyrene, in-
terest in the development of packaging derived from starch has grown, which 
represent challenges from a technological point of view due to the weaknesses 
they may present. Against this, the inclusion of raw materials such as flours 
can contribute to increasing its properties. Due to this, the aim of this study 
was to obtain an expanded material from starch and cassava flour by single 
screw extrusion. Two experimental designs were made: the first included two 
factors, cassava flour content and moisture percentage and the second design 
used two factors, temperature profile and screw speed. According to the main 
results, the combinations that presented outstanding mechanical properties 
were mixing with 15% flour and 22% moisture, under process conditions of 
100 rpm and 125°C. From this, it was concluded that it was possible to obtain 
an expanded matrix from a mixture of starch and cassava flour with charac-
teristics of high density, low expansion index and low compressive strength.

RESUMEN 

En marco de la búsqueda de alternativas a materiales como el poliestireno 
expandido, ha crecido el interés por el desarrollo de empaques derivados de 
almidón, los cuales representan retos desde el punto de vista tecnológico por 
las debilidades que pueden presentar. Frente a esto, la inclusión de materias 
primas como harinas puede contribuir a incrementar sus propiedades. Debi-
do a esto, se planteó como objetivo la obtención de un material expandido a 
partir de almidón y harina de yuca por extrusión de tornillo simple. Para esto, 
se realizaron dos diseños experimentales: el primero incluyó dos factores, el 
contenido de harina de yuca y el porcentaje de humedad y el segundo dise-
ño utilizó dos factores, el perfil de temperatura y la velocidad del tornillo. De 
acuerdo con los principales resultados, las combinaciones que presentaron 
propiedades mecánicas sobresalientes fueron la mezcla con 15% de harina y 
22% de humedad, en condiciones de proceso de 100 rpm y 125°C. A partir 
de esto, se concluyó que fue posible obtener una matriz expandida a partir de 
mezcla de almidón y harina de yuca con características de alta densidad, bajo 
índice de expansión y baja resistencia a la compresión.

RESUMO

Na busca de alternativas a materiais como o poliestireno expandido, aumentou 
o interesse no desenvolvimento de embalagens derivadas de amido, o que repre-
senta desafios do ponto de vista tecnológico devido às fragilidades que podem 
apresentar. Contra isso, a inclusão de matérias-primas como farinhas pode con-
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tribuir para o aumento de suas propriedades. Devido a isso, o objetivo era obter um material expandido a partir de amido e 
farinha de mandioca por extrusão com um único parafuso. Foram realizados dois delineamentos experimentais: o primeiro, 
com dois fatores, o teor de farinha de mandioca e a porcentagem de umidade, eo segundo, dois fatores, perfil de tempera-
tura e velocidade do parafuso. De acordo com os principais resultados, as combinações que apresentaram excelentes pro-
priedades mecânicas foram misturadas com 15% de farinha e 22% de umidade, sob condições de processo de 100 rpm e 
125°C. A partir disso, concluiu-se que era possível obter uma matriz expandida a partir de uma mistura de amido e farinha 
de mandioca com características de alta densidade, baixo índice de expansão e baixa resistência à compressão.

INTRODUCTION

In recent years, development of foamed materials has focused on the production of green polymer foams from 
renewable raw materials [1]. The development of starch-based foams is emerging as an important substitute for 
traditional foams derived from petroleum [2], in particular application as loss fill, because starch is non-toxic, 
inexpensive, abundant, biodegradable, versatile and a renewable agricultural resource [3]. 

However, these are generally fragile with low mechanical properties and high hydrophilicity [4]. Thus, cassava 
flour consists mainly of starch (76,4%), moisture (11,9%), protein (2,8%), fiber (2,0%), ash (2,0%) and fat (0,6%) 
and sticking temperature around 74ºC [5, 6]. Cassava flour has 72,61% to 87,71% amylopectin and 12,28% to 
27,38% amylose [7]. Elements like fraction of lignocellulosic fibers, protein, and lipids, can improve starch-based 
foams properties [4] and this can help to bioplastic industry because they present advantages compared to the 
synthetic packaging like use of renewable sources, potential and edibility biodegradability [7]. 

Others elements can be added to the formulation to improve starch foam properties, like biopolymers and na-
tural fibers [8]. Different studies have used starch by production of foam using other components like polylactic 
acid (PLA) [9], sugarcane bagasse [10] or polyvinyl alcohol [11]. The aim of this research was to obtain an expan-
ded matrix using starch and cassava flour mixtures using a single-screw extrusion process. 

METHOD

Materials

Cassava starch (Manihot esculenta Crantz) variety Verónica (Almidones de Sucre, Córdoba-Colombia), refined 
cassava flour (Clayuca S.A.S, Cali-Colombia) and distilled water (Biotechnology Laboratory, Universidad del 
Cauca, Popayan - Cauca) were used. Glycerol was used as an additive (99,5% purity, Disan S.A, Cali- Colombia). 

Extrusion conditions

Mixes of cassava flour, starch, water and glycerol were prepared and mixed. Using a compositional water balan-
ce was adjusted to the required moisture and mixed for 10 minutes, until a homogeneous mixture was achieved. 
Glycerol content (2%) was constant by every sample. The mixtures were stored in an airtight container and 
left to stand for 48 hours. After they were processed in a ThermoScientific single screw extruder, model Haake 
Polylab OS, Germany, provided with a 19 mm diameter barrel, a screw with a 5:1 compression ratio and L/D 
ratio of 25 with a die of 3 mm diameter nozzle.

Experimental design

Two consecutive experimental designs were made. 
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Experimental design 1. Determination of the mixture composition. An experimental factorial design 32 was carried 
out, with three replicates per treatment, where two factors were evaluated (flour content and moisture in the mixtu-
re) with three levels each one. Table 1 shows first experimental design. The treatments were obtained using a tempe-
rature profile of 125ºC with a screw speed of 100 rpm. The conditions were determined based on preliminary essays.

Experimental design 2. Determination of extrusion conditions in the mixture. In this factorial experimental 
design 32 the factors were evaluated: temperature profile (ºC) and screw rotation speed (rpm), both with three 
levels, with three replicas per treatment. The mixture to be processed was the one chosen in the experimental 
design for the mixing conditions. Table 2 shows second experimental design. 

The tests were carried out in the Laboratory of Rheology and Packaging of the Universidad del Cauca, in Popa-
yán, Cauca, Colombia (1760 m MSL, 19ºC average temperature and 77% average humidity).

The obtained materials were conditioned to a constant relative humidity of 50 ± 1% and temperature of 23 ± 
2°C for a period of 8 days in a climatic chamber according ASTM D618-13 [12].

Determination of physical properties

Apparent density. It was defined according to the parameters established in ASTM D3748 [13], which sets forth the 
standard practice for the evaluation of high density rigid cellular plastics, in addition to making reference to test me-

Table 1. Experimental design for the mixture composition.

Treatment
Composition

Response Variables
Cassava flour (%) Humidity of the mixture (%)

TM1

15

18

1

TM2 20

TM3 22

TM4

30

18

TM5 20

TM6 22

TM7

45

18

TM8 20

TM9 22

1Compressive strength (MPa), Modulus of elasticity (MPa); Apparent density (kg/m3); Radial Expansion Ratio

Table 2. Experimental design for process conditions.

Treatment
Process conditions Response 

variablesScrew rotation speed (rpm) Average temperature profile (°C)

TP1 100

125,00

1

TP2 120

TP3 140

TP4 100

127,25TP5 120

TP6 140

TP7 100

129,50TP8 120

TP9 140

1Compressive strength (MPa), Modulus of elasticity (MPa); Apparent density (kg/m3); Radial Expansion Ratio
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thods such as ASTM 1622 [14]. The diameter of the extruded materials was measured along a 10 cm long section. 
Averages of ten diameter measurements were used. A circular cross-sectional area of the extruded part, calculated 
from the average diameter, was assumed. All measurements were made in triplicate. The volume was determined 
by taking its dimensions (diameter and height) with a caliper foot and then each of the specimens was weighed in an 
analytical balance to finally calculate the density through the relationship between weight and volume.

Radial expansion index. It was determined using the relationship between the cross-sectional area of the ex-
panded extrudate and the cross-sectional area of the die socket [15]. The diameter of the extruded materials 
was measured along a 10 cm long section with the aid of a caliper foot. Averages of ten diameter measurements 
were used. A circular cross-section area of the extruded part, calculated from the average diameter, was assu-
med, for which three replicates per treatment were made.

Mechanical properties of compression. The guidelines contemplated in ASTM D3748 [13], which sets forth the 
standard practice for the evaluation of high density rigid cellular plastics, were followed, in addition to making 
reference to test methods such as ASTM D-695 [16], which establishes the procedure for executing the com-
pression test on rigid plastic materials, where it is described that the test sample must have dimensions such 
that the ratio of slenderness (Length/Radius) is of an interval of 11 to 16:1. Compressive strength and modulus 
of elasticity were measured on a universal machine under the following operating conditions: 500 N cell, 1,3 
mm/min head speed and 500 points/s data collection speed.

All statistical comparison tests were performed with the SPSS statistical package (SPSS, Inc., Version 21). The 
results obtained in each experimental design were subjected to a normality test using the Shapiro-Wilk test. 
Followed by a variance analysis (Anova) to evaluate the influence of the factors studied on the properties of 
the expanded one, followed by the Levene test and finally the test of multiple comparisons according to the 
homogeneity of their variances (T3 of Dunnett or Tukey) to establish the differences between the treatments 
contemplated in the experimental designs All the analyses were performed with a significance level of 0,05.

RESULTS

Experimental design I

All data were found to conform to a normal distribution, based on the results of the Shapiro-Wilk test. Accor-
ding to the variance analysis test (Anova) there was an important effect on all the response variables, with the 
exception of the flour content on the expansion index. The effect of the inclusion of the flour on the apparent 
density and of the humidity on the compressive strength was evident.

The interaction between the factors generated a significant effect on the totality of the response variables, indi-
cating that the factors did not produce their effect independently, but on the contrary the effect produced was 
linked to a joint action of both the flour and water content. When this situation occurred, it became necessary to 
carry out the analysis by treatments, given that these are the expression of the interaction between the two fac-
tors. Subsequently, it was verified by means of the Levene test that the response variables fulfilled the assump-
tion of homogeneity of variances, with the exception of the modulus of elasticity. It was therefore necessary to 
carry out a multiple comparison test by Tukey and T3 by Dunnett, according to the homogeneity of the variances.

Dunnett’s T3 test for the modulus of elasticity yielded five subgroups, resulting in different TM7 and TM3 treat-
ments, with values of 102,44 MPa and 305,41 MPa respectively. As it was shown in the Anova, the flour content 
was the factor that caused the greatest effect on this response variable, as it presented a higher F statistic. Table 
3 shows Anova results. 
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Regarding the influence of the moisture content on these results, although in the TM3 treatment it contained hi-
gher humidity (22%) than the TM7 treatment (18%), where according to what was previously established, higher 
moisture content would mean a higher expansion rate, however this was not effectively presented for in this study. 

For apparent density and radial expansion ratio Tukey’s test yielded four subgroups for each response varia-
ble. Regarding apparent density, TM7 treatment had the lowest value (561,67 kg/m3) and TM3 treatment had 
the highest value (876,33 kg/m3). Contrary behavior was observed with the expansion index, where the TM7 
treatment reported a higher index (6,89) than the TM3 treatment (4,73), thus proving an inversely proportional 
relationship between these response variables. 

When observing the behavior of the apparent density with the interaction of the percentage of flour and hu-
midity in the mixture, a directly proportional relationship is found between the content of humidity and the 
apparent density at 15% flour content and inversely proportional between the content of flour and the appa-
rent density at 22% moisture content. That is to say that the lowest values in density were obtained by the 
treatments with the lowest percentage of humidity (18%) but depending on the percentage of flour. Therefore, 
the TM7 treatment with the highest flour content (45%) and lowest percentage of moisture (18%) was the one 
that presented the lowest value of apparent density with 561,67 kg/m3. As presented in Table 4. 

Table 3. Variance analysis for mixture composition.

Factor Dependent variable F Sig.

Cassava flour

1 12,891 ,000

2 33,016 ,000

3 72,575 ,000

4 3,421 ,055

Humidity of the mixture

1 172,457 ,000

2 16,158 ,000

3 102,866 ,000

4 42,267 ,000

Interaction

1 26,903 ,000

2 31,010 ,000

3 12,395 ,000

4 13,329 ,000

1Compressive strength (MPa), 2Modulus of elasticity (MPa); 3Apparent density (kg/m3); 
4Radial Expansion Ratio

Table 4. Results of aparent density and radial expansion ratio for experimental design 1.

TM 1 Aparent density (kg/m3) Radial expansion ratio

TM1 15:18 687,67±0,03b 6,40±0,20c,d

TM2 15:20 825,33±0,02c,d 5,71±0,10b,c

TM3 15:22 876,33±0,01d 4,73±0,15a

TM4 30:18 718,00±0,03b 5,75±0,45b,c

TM5 30:20 725,00±0,02b 6,00±0,27b,c

TM6 30:22 792,67±0,01c 5,50±0,23b

TM7 45:18 561,67±0,03a 6,89±0,29d

TM8 45:20 726,33±0,01b 5,34±0,08a,b

TM9 45:22 729,67±0,02b 5,54±0,31b

1Cassava flour:Humidity
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In Figure 1, shows the compressive strength values for each of the combinations studied. The different flour 
concentrations at 22% moisture content showed higher values of compressive strength than at 18 and 20% 
moisture content. It is thus that this percentage level of humidity presented increases of 29,9% and 66,7% of 
compressive strength, as opposed to the percentages of 20 and 18% of humidity respectively.

Figure 1. Compressive strength behaviour according to combinations % Flour-% Humidity.

In Tukey’s test for compressive strength five subgroups were obtained, presenting significant differences in treat-
ments TM7 and TM3, with 4,70 MPa and 11,68 MPa respectively, the latter being the one that presented signifi-
cant differences with respect to the other treatments, so it did not share subgroup with any other combination. 

When water is mixed at high pressure and temperature it ends up being released as steam just at the nozzle out-
let at atmospheric pressure [17]. Water can act as blowing agent and plasticizer, where Meng found that water 
content above 18% the starch-based materials foamed very well, because they had a high melting strength and 
rich blowing agent and the pressure of the die decreased with increasing water content of the starch pellets [18].

According to the results, the treatment with a higher modulus of elasticity coincided with the higher density 
values of the treatments, as well as with the higher compressive strength. In front of this, [17] they affirm that 
to obtain expanded of low density it is required that these are stable and do not shrink beyond the matrix, that 
when contracted this way a foam of high density is produced, which can be related with the obtained results, 
since it was identified at the moment of the processing as the contraction generated at the exit of the die nozzle 
was evident, which could derive in those high levels of apparent density. 

This coincides with what was found for the TM7 treatment under which the lower modulus values were found, 
as well as the lower apparent density results and the higher expansion rates, possibly associated with the com-
bined effect of cell diameter and cell wall thickness and high correlation between the apparent density and me-
chanical properties [19], causing that in expanded with a greater expansion the size of the cellular walls and its 
solid phase is reduced, resulting in a lower rigidity, influencing the behavior of the foam modulus that depends 
mainly on the cellular structure and density [20]. 

A higher compressive strength was possibly generated in one of the treatments that contained the maximum 
percentage of humidity (22%) because the starch granules could be easily disintegrated in the presence of a 
greater amount of water, thus allowing the formation of a continuous and strong surface [15]. 
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Although it was found that the highest rate of radial expansion was obtained in a treatment with the maximum 
percentage of flour (45%), it is known that starch is the main component of flours, but it also contains other 
minor components such as fibers, which plays an important role in physical and mechanical properties of the 
extruded foams [21], where the cellulosic or lignocellulosic fibers could increase the mechanical properties for 
their chemical compatibility with starch [22].

This can corresponds to an action of flour as a nucleating agent, which added to a greater generation of internal 
pressure associated with the presence of fiber [23]. Then, it has contributed to reducing the apparent density va-
lues of the material. Although fiber can cause different effects: on the one hand, natural fibre/filler can be a good 
nucleating agent, but also can cause non-uniform cell size, irregular cell nucleation or a low cell density foam [24]. 

In addition, as mentioned above, humidity was the most influential factor on apparent density, possibly due to 
the fact that pressure and temperature fall drastically when the extruded material leaves the extrusion nozzle 
[25], which could have generated cellular spaces that when occupied by air, influenced in obtaining a higher or 
lower density with a higher intensity than that reflected by the flour content, where water can act as a plastici-
zer and blowing agent in extrusion processes, some of the water in TPS becomes steam at high temperature and 
acts as blowing agent, while the other part of the water bonds with starch chain and acts as plasticizer to enable 
starch to obtain the melting strength needed for foaming [18], where humidity content of the mixtures have an 
important impact on the extrusion-cooking process and on the quality of the foamed extrudates [26].

Other studies, like [27] used potato flour by obtaining of loose-fill foams, using water like blowing agent in a single 
screw extrusion process, where increasing the moisture contents tended to increase rigidity and irregular surfaces 
of foams, but, the expansion ratio and cell size of foams decreased as the moisture contents of potato flour increased.

With this first experimental design we found the mixture composition to obtain an expanded matrix by extru-
sion, which presented outstanding physical and mechanical properties. It was chosen that the mechanical pro-
perties of compression were the variable of decision, because these characteristics can be a significant factor in 
the application of the obtained material. Once analyzed the behavior of the different treatments in front of the 
diverse variables of response, it can be affirmed that the treatment that offered a greater compressive strength 
was the treatment TM3 with a value of 11,68 MPa (15% Flour and 22% Humidity), which was selected as the 
appropriate one for the pursuit of the obtaining of the expanded material in the following stage, in which the 
conditions of processing were determined. 

Experimental design II

The parameters of the extrusion process, such as the temperature and speed of the screw, have a direct in-
fluence on the density, expansion ratio and other physical properties of the expanded materials [15]. Due to 
this, it was considered important to review under which conditions of temperature and screw speed the most 
favorable combination for the development of the expanded matrix of starch and cassava flour could be found. 

Initially, the Shapiro-Wilk normality test was carried out, from which it was possible to prove that the data ob-
tained from the valued response variables followed a normal distribution. Subsequently it was established with 
the Anova variance analysis test that in none of the screw rotation speed levels generated a significant effect 
on the four evaluated response variables. A similar situation occurred with the temperature profile, with the 
exception of the modulus of elasticity and apparent density, on which a significant effect was caused in at least 
one of their levels. 

However, the interaction of screw speed with temperature did showed an effect on the response variables as 
obtained from the Anova analysis showed in Table 5. Due to this, we proceeded to analyze the treatments carr-
ying out multiple comparisons of Tukey. Previously the Levene test was carried out where the homogeneity of 
variances of the samples was verified.
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Tukey’s multiple comparison test grouped the modulus of elasticity results into two subsets, presenting signi-
ficant differences between TP3 (138,31 MPa) and TP1 (175,09 MPa) treatments, being the combinations with 
the lowest and highest modulus of elasticity values respectively. Apart from these, there were no significant 
differences between the other treatments. Given that the interaction of the factors evaluated generated sig-
nificant changes in this response variable, it can be stated that temperature was the factor with the greatest 
impact, according to what was obtained in the analysis of Anova variance and also by the highest statistic F. 
Experimental results for modulus of elasticity are presented in Table 6.

Table 5. Variance analysis for process conditions.

Factor
Dependent 

variable 
F Sig.

Screw rotation speed

1 0,887 ,429

2 0,721 ,500

3 2,206 ,139

4 0,418 ,665

Temperature profile

1 2,359 ,123

2 38,139 ,000

3 11,917 ,001

4 1,982 ,167

Interaction

1 5,310 ,005

2 5,567 ,004

3 3,441 ,030

4 4,614 ,010

1Compressive strength (MPa), 2Modulus of elasticity (MPa); 3Apparent density 
(kg/m3); 4Radial Expansion Ratio

Table 6. Results of modulus of elasticity in experimental design 2.

TP Screw speed: Profile temperature
Modulus of elasticity 

(MPa)

TP1 100:125,00 175,09±18,73b

TP2 120:125,00 142,73±8,13a,b

TP3 140:125,00 138,31±5,45a

TP4 100:127,25 151,20±14,72a,b

TP5 120:127,25 165,71±11,38a,b

TP6 140:127,25 168,68±21,00a,b

TP7 100:129,50 148,42±10,47a,b

TP8 120:129,50 158,37±14,12a,b

TP9 140:129,50 145,76±4,82a,b

The results of compressive strength, for the Tukey test, were distributed in five subsets, presenting a significant 
difference between TP9 and TP2 treatment, TP3, TP5, TP1 and TP6. The lowest value (6,01 MPa) correspon-
ding to the TP9 treatment and the highest value (7,67 MPa) of the TP6 treatment. According to Anova, the in-
teraction speed and temperature profile was the one that most impacted the behavior of this variable. In Figure 
2, it can be observed the change in the behavior of the compressive strength against the different combinations 
of screw speed and temperature. 

In terms of apparent density, two subsets were found, in the first subset the lowest value of this response variable 
corresponding to the TP7 treatment was presented (675 kg/m3), however this treatment only presented signifi-
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cant differences compared to the TP2, TP5 and TP6 treatments, the latter being the one in which the density was 
higher (781 kg/m3). In order to determine some type of trend with temperature profile 2 and a higher speed level, 
the density of the material became higher, so much so that the TP6 treatment had a higher density than the TP7 
treatment. Experimental results for apparent density and radial expansion ratio are presented in Table 7.

In this sense, higher levels of screw speed represented higher values of compressive strength for the interme-
diate temperature profile (127,25°C), being even higher than those found for processed samples with higher 
temperature profile. Accordingly, a higher temperature resulted in a lower compression strength value. This can 
be related to what was stated by [25] when identifying that at high temperatures they also favor coalescence 
and decrease the density of the number of cells; which allows inducing a reduction in the mechanical properties, 
since when there are higher densities they imply higher resistances to compression [20].

With respect to the results obtained from the expansion index, it was found that only between TP6 and TP3 
treatments there were significant differences, reporting respectively the lowest (5,53) and highest (6,35) value, 
both processed at a speed of 140 rpm. According to the analysis of Anova variance, the interaction of the factors 
had greater significance against this response variable, hence, the temperature profile with its individual action 
could have influenced to a greater extent the action of this interaction. 

Figure 2. Compressive strength behavior according to velocity-temperature profile combinations.

Table 7. Results of apparent density and radial expansion ratio in experimental design 2.

TP 1 Aparent density (kg/m3) Radial expansion ratio

TP1 100:125,00 703,67±0,03a 5,74±0,36a,b

TP2 120:125,00 727,00±0,02a,b 5,96±0,25a,b

TP3 140:125,00 682,00±0,03a 6,35±0,41b

TP4 100:127,25 707,33±0,01a 5,97±0,18a,b

TP5 120:127,25 731,00±0,01a,b 5,86±0,10a,b

TP6 140:127,25 781,00±0,03b 5,53±0,33a

TP7 100:129,50 675,00±0,03a 6,25±0,13a,b

TP8 120:129,50 678,30±0,02a 5,93±0,32a,b

TP9 140:129,50 692,67±0,04a 5,74±0,18a,b

1Screw speed (rpm): Profile temperature (ºC)
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A general analysis of the treatment with respect to the response variables, it was evidenced that the behavior of 
the material with respect to the compressive strength was noted as the TP6 treatment offered 7,67 MPa, being 
0,11 MPa above the TP1 treatment, so much so that according to Tukey’s test, these two treatments were part 
of the same subgroup. 

With respect to density, it was the TP6 treatment that yielded a material with higher density, with significant 
differences compared to that shown by the TP1 treatment, which although it did not represent the combination 
that offered the lowest density, if it was within the same subgroup of the treatment as if it were, such as the 
TP7 treatment. As regards the elasticity modulus and expansion index, there were no significant differences 
between the two, being these ones that showed the highest modulus of elasticity, the opposite case with the 
expansion index, where they showed lower levels. 

It is possible that the lower results in the upper temperature profile are due to the fact that, if temperature is 
higher excessively, then melt strength of the polymer can be low-inducing cell rupture [28], which could have 
generated a significant reduction in the values of compressive strength. In addition, as a higher statistical value 
F was found, it showed that the effects on compressive strength were more due to the action of temperature.

The upper density value was found for the combination of 140 rpm and 127;25°C, i.e. for the upper screw speed 
level, possibly due to the interaction with the intermediate temperature profile, under which the viscosity may 
not have been significantly reduced thus preventing further expansion and therefore lower apparent density 
values [29]. At higher temperature profiles, the apparent density decreased, which coincides with what was 
reported by [15] who reported that the extrusion temperature could generate changes in cell wall thickness and 
viscosity, causing a reduction in the solid phase of the polymer, thus decreasing its density. 

From the previous, it was determined that the TP1 treatment, that is, the combination of temperature profile 1 
(125,00°C) at a screw speed of 100 rpm, corresponded to the relevant extrusion conditions to obtain the expanded 
one. As it offered high values of compressive strength without representing a material with the highest densities. 

In foams made from thermoplastic cassava starch, obtained by single screw extrusion, apparent density values 
between 473 and 673 kg/m3 and radial expansion ratios between 4,5 and 7,8 were reported [30]. Other authors 
reported values from 6,10 to 6,14 for radial expansion and densities from 110 to 430 kg/m3 for cassava starch 
foams with cellulose fibers [21]. Also [15] reported that the foam density of starch-based products ranged from 
18,7 to 30,5 kg/m3, 2,5 times denser than foam based on expanded polystyrene. Although commercial products 
like Ethafoam220 is a closed cell polyethylene foam of medium density 35 kg/m3 [31]. 

Mixtures of potato starch with poly(vinyl alcohol) presented apparent densities from 175 to 295 kg/m3 and 
modulus of elasticity from 206 to 414 MPa [19]. Other studies report results from 133 to 935 MPa for compres-
sive strength in potato starch and poly(vinyl alcohol) foams using the extrusion-cooking technique [11]. Other 
results of foams made from potato flour showed expansion ratios from 1,61 to 3,49 with compressive strength 
from 0.29 to 1,35 MPa [27]. Compared to these studies, the results obtained with foams made from starch and 
cassava flour showed high density (675-781 kg/m3), similar expansion rates (5,53-6,35), low compressive stren-
gth rates (6,01–7,67 MPa) and low modulus of elasticity rates (138-175 MPa).

However, future work around starch-based materials can have different perspectives: decreasing cost and im-
proving performance [32], where application of raw materials like cassava flour can help to increase applications 
and impact for use of this kind of materials. Further efforts will be required to enhance the functional properties 
of materials developed with this type of raw material, as mixtures with other polymers such as polylactic acid, 
poly(vinyl alcohol) and use of twin-screw extrusion.
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CONCLUSIONS 

It was possible to obtain an expanded matrix using starch and cassava flour as raw materials using the simple 
screw extrusion process. The interaction of the factors flour content and moisture generated significant effect 
on the mechanical and physical properties of the material, finding the highest values of compressive strength 
with a combination of 15% flour content, 22% moisture. The temperature profile and screw speed factors inte-
racted significantly on the mechanical and physical properties of the extruded material. The development of an 
expanded material obtained by extruding a single screw of starch, cassava flour and other additives resulted in 
a rigid matrix, with high density and low compressive strength, compared to other investigations of biodegrada-
ble foams for loose filling. 
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RESUMEN 

El crecimiento de la población mundial ha causado un aumento en la deman-
da de alimentos de origen animal, en donde el ganado bovino se ha convertido 
en una de las especies más importantes económicamente hablando, a raíz de 
los altos costos de concentrados se ha generado interés en la búsqueda de al-
ternativas de alimentación. El objetivo de este trabajo fue determinar el com-
portamiento de algunos parámetros zootécnicos en terneros suplementados 
con diferentes inclusiones de FES papa- zanahoria. Se establecieron cuatro 
grupos con una alimentación base de leche y forraje, dos grupos fueron suple-
mentados con 6 y 9 g/kg/PV de alimento FES papa- zanahoria, un grupo con 6 
g de concentrado balanceado y un grupo control. Las variables evaluadas fue-
ron ganancia de peso, altura de la cruz y consumo de alimento. Los animales 
del T2 y T3, alcanzaron un peso final estadísticamente superior (p<0,05) en 
relación a los animales del grupo control; la mayor altura a la cruz se logró con 
el T2, reportando una altura de 85 cm. La suplementación con 6 g de alimento 
FES, resulta ser una alternativa de alimentación, al obtener mejores resultados 
en los parámetros zootécnicos y siendo más económica. 

ABSTRACT 

The growth of the world population has caused an increase in the demand for 
food of animal origin, where cattle have become one of the most important 
species economically speaking, due to the high costs of concentrates, interest 
has been generated in the search for feeding alternatives. The objective of 
this work was to determine the behavior of some zoo technical parameters 
in calves supplemented with different of FES potato-carrot inclusions. Four 
groups were established with a basic diet of milk and forage, two groups were 
supplemented with 6 and 9 g/kg/PV of FES-carrot feed, one group with 6 g 
of balanced concentrate and the control group. The variables evaluated were 
weight gain, height at the withers and food consumption. The animals of T2 
and T3 reached a statistically higher final weight (p <0,05) in relation to the 
animals of the control group; the highest height at the withers was achieved 
with the T2, reporting a height of 85 cm. Supplementation with 6 g of FES feed 
turns out to be a feeding alternative, obtaining better results in zoo technical 
parameters and being more economical.

RESUMO

O crescimento da população mundial causou um aumento na demanda por 
alimentos de origem animal, onde o gado se tornou uma das espécies mais im-
portantes economicamente falando, Devido ao alto custo dos concentrados, foi 
gerado interesse na busca de alternativas alimentares. O objetivo deste trabalho 
foi determinar o comportamento de alguns parâmetros zootécnicos em bezerros 
suplementados com diferentes inclusões de cenoura-batata FES. Quatro grupos 
foram estabelecidos com uma dieta básica de leite e forragem, dois grupos fo-
ram suplementados com 6 e 9 g/kg/PV de ração FES-cenoura, um grupo com 6 
g de concentrado balanceado e um grupo controle. As variáveis   avaliadas foram 
ganho de peso, estatura na cernelha e consumo alimentar. Os animais de T2 e 
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T3 atingiram um peso final estatisticamente maior (p <0,05) em relação aos animais do grupo controle; a altura mais alta 
na cernelha foi alcançada com o T2, relatando uma altura de 85 cm. A suplementação com 6 g de alimentação FES acaba 
sendo uma alternativa alimentar, obtendo melhores resultados em parâmetros zootécnicos e sendo mais econômica.

INTRODUCCIÓN 

El crecimiento acelerado y continuo de la población mundial, la concentración en las ciudades y el incremento de 
los ingresos ha generado el aumento de la demanda de alimentos, presentándose implicaciones de alto impacto 
en la producción, ya que se deberá producir más alimentos de origen animal con baja disponibilidad de recursos 
naturales [1]. La producción de carne bovina en Colombia integra uno de los sectores de mayor importancia 
económica, que le garantiza al país el autoabastecimiento de productos cárnicos, sin embargo, la baja tasa de 
crecimiento de los animales, altos costos de concentrados y cambio climático limita esta actividad.

La creciente demanda de productos animales brinda a todos los involucrados en la producción de rumiantes im-
plementar el uso estratégico de la nutrición para mejorar la salud y la producción, ya que se estima que esta es 
uno de los factores más importantes en el desarrollo productivo de los animales, además de contribuir en hasta el 
70% del costo total de producción [2], debido a esto, se ha visto la obligación de buscar e implementar continua-
mente estrategias nutricionales alternativas para la suplementación de proteína y materia seca, de calidad y eco-
nómicamente rentables, supliendo los requerimientos nutricionales y mejorando los parámetros zootécnicos [3].

La elaboración de alimentos mediante fermentación en estado sólido (FES) constituye una alternativa viable, 
debido a que permite el aprovechamiento de subproductos de residuos agroindustriales, lo que contribuye a 
mejorar la dieta de los rumiantes, aumentando los indicadores productivos y reduciendo la contaminación am-
biental [4]. En Boyacá, al ser un departamento con vocación agrícola, se evidencian cantidades representativas 
de residuos pos cosecha que generan pérdidas económicas para los productores y pueden actuar como agentes 
potencialmente contaminantes; por esta razón, se ha visto la necesidad de implementar tecnologías para su 
aprovechamiento llegándose a estudiar la inclusión de diferentes residuos de papa, zanahoria, manzana, du-
razno y chontaduro en un preparado FES como alternativa ecoeficiente para la alimentación animal [5,6,7,8,9]. 

La ingesta de alimento sólido en terneros es un factor importante en su desarrollo ruminal permitiendo realizar 
la transición de un animal pre-rumiante a rumiante funcional, la utilización de residuos agroindustriales, pro-
ductos y subproductos agrícolas locales ricos en proteínas y nutrientes de alto valor energético, puede consti-
tuir una alternativa para mejorar el rendimiento animal, además de obtener reducción en los costos de produc-
ción, sin embargo, en la actualidad se evidencia controversia respecto a la composición y calidad del alimento 
iniciador. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la 
suplementación de inclusiones de FES papa- zanahoria sobre algunos parámetros zootécnicos en terneros.

MÉTODO

Localización el estudio

La investigación fue realizada en la finca Santa Bárbara, ubicada en el Municipio de Gachantivá, Departamento 
de Boyacá perteneciente a la provincia de Alto Ricaurte, ubicada 73° 33´00” de longitud y 5°44´50” de latitud, a 
una altura de 2450 msnm, temperatura promedio de 16°C y humedad relativa del 64%.

Manejo de los animales

Se seleccionaron terneros de diferentes cruces de Holstein (n=16) provenientes de ganaderías especializadas, 
con 3 días de edad, con un criterio de selección de homogeneidad de peso. Se inició el suministro de leche a ra-
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zón de 4 L en dos tomas (6:00 y 18:00 horas) a una temperatura de 37 a 40°C por medio de un biberón especial 
para este tipo de trabajo. 

A la semana de vida se inició un proceso de acostumbramiento a la dieta, proceso que tuvo una duración de 
7 días, donde se inició con el suministro de 30 g/día de alimento FES y concentrado comercial para los trata-
mientos T2 y T3 respectivamente, con un aumento diario gradual hasta completar los 6 g/kg/PV, para el T4 se 
suministró inicialmente 50 g/día de alimento FES con un aumento gradual diario igual hasta completar los 9 g/
kg/PV, esto con el fin de garantizar el consumo de alimento en los diferentes tratamientos. Los animales fueron 
mantenidos bajo las mismas condiciones medio ambientales con una temperatura promedio de 16°C y hume-
dad relativa de 64%, manejando un modelo de semiestabulación, con el fin de tener un mejor control sobre las 
unidades experimentales; se contaban con pequeños potreros con una base forrajera de pasto estrella (Cynodon 
nlemfluensis), adicionalmente, se les suministró heno de pangola (Digitaria eriantha) y cuba 22 (Cuba CT-115); el 
consumo de materia seca en base en forraje se estimó en un 2,8% de su peso vivo, el suministro de agua fue ad 
libitum y a todos los animales se les brindaron los cuidados necesarios para mantener su integridad y bienestar. 

Tratamientos

Los terneros (n=16) fueron asignados aleatoriamente a 4 tratamientos con el factor de inclusión de alimento 
FES y concentrado balanceado comercial, la suplementación se inició en la segunda semana de vida y se llevó 
hasta la semana 10 con el fin de coincidir con la fase de transición de los rumiantes. 

Tratamiento 1 (T1) Control (Leche-Forraje). Suministro de leche y forraje a voluntad.

Tratamiento 2 (T2) Leche/Forraje/FES(6g/kg/PV). Suministro de leche y forraje como base, más 6 g/kg de peso 
vivo de FES papa-zanahoria. 

Tratamiento 3 (T3). Leche/Forraje/Concentrado(6g/kg/PV): Suministro de leche y forraje como base, más 6 g/
kg de peso vivo de alimento concentrado comercial.

Tratamiento 4 (T4) Leche/Forraje/FES(9g/kg/PV). Suministro de leche y forraje como base, más 9 g/kg de peso 
vivo de FES papa- zanahoria.

Como alimento concentrado (cuadro 1) se empleó un alimento extruido comercial para etapa de preiniciación 
e iniciación formulado para la crianza de terneras. En cuanto al FES (cuadro 1), se usó uno FES papa- zanahoria 
elaborado a razón de 25% papa, 25% zanahoria, 16% salvado de trigo, 16% repila de trigo, 5% palmiste, 2% urea, 
0,5% sulfato de magnesio, 0,5% carbonato de calcio, 5% inoculo BAL y 5% Melaza, este alimento se usó a las 48 
horas de preparado, con base en investigaciones previas que demuestran su estabilidad y calidad nutricional [9].

Cuadro 1. Análisis garantizado del Alimento FES y del concentrado balanceado 
comercial en base a materia seca. 

Nutriente
FES 25:25 papa:zanahoria

(%)
Concentrado Comercial®

(%)

Proteína Cruda 27,80 18,0

Grasa  6,20  2,5

Fibra Cruda  9,00 12,0

Cenizas  6,60 10,0

Humedad 52,54 13,0

Materia seca 47,46 87,0
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Parámetros productivos a evaluar

Como parámetros zootécnicos se midió la ganancia de peso total, ganancia de peso diario, consumo de alimento 
y altura a la cruz. Estas mediciones se iniciaron antes de realizar la suplementación y continuaron cada quince 
días hasta completar el tiempo del experimento que correspondió a la semana 10 de vida.

Ganancia de peso. Los animales fueron pesados en una báscula electrónica en las horas de la mañana en ayuno. Con 
estos datos se determinó la ganancia diaria de peso (g/día) y la ganancia de peso total (kg) en el tiempo de estudio. 

Altura a la cruz (cm). La medición se hizo con el animal en posición tal que los miembros se encontraran aplomados 
con el eje central. La medida se tomó con un hipómetro en forma perpendicular desde el piso hasta la porción más 
sobresaliente de los cartílagos de las escapulas (cruz) por la cara posterior de los miembros anteriores, siguiendo 
la metodología descrita por Inchausti y Tagle [10], con el fin de determinar su crecimiento en centímetros.

Diseño experimental

Se aplicó un diseño completamente aleatorizado. Los datos fueron sometidos a los supuestos de normalidad a 
través del estadístico de Shapiro-Wilk y homogeneidad por prueba de Levene. Se utilizó la prueba de comparación 
de promedios de Tukey con un nivel de significancia del 5%. El paquete estadístico a usado fue SPSS versión 23.

RESULTADOS

Calidad nutricional de los alimentos 

Se evidenció que, en cuanto a los aportes nutricionales con base en la materia seca, el alimento obtenido por FES 
fue de mejor calidad que el concentrado balanceado comercial (Cuadro 1), mostrando mayor porcentaje de pro-
teína, sin embargo, presentó una notable diferencia en la MS, motivo por el cual el consumo de alimento se calculó 
con base en la materia seca (CMS) y posteriormente se convirtió a consumo de alimento fresco (CAF) (Cuadro 2). 

El alto contenido de proteína cruda en el alimento FES se relaciona con el aporte de nitrógeno dado por la úrea, 
a la reducción de carbohidratos y a la producción de proteínas microbianas durante el proceso de fermenta-
ción [11], sin embargo, estos niveles altos pueden relacionarse con la pérdida de materia seca permitiendo que 
la proteína pueda concentrarse [12], todo lo anterior evidenciado en este estudio. Este comportamiento fue 
comprobado por Fonseca et al. [5] quienes informaron que las diferentes inclusiones de zanahoria, nabo, tuza, 
morera y cascarilla de café mostraron un aumento promedio de cuatro veces el valor inicial a las 48 y 72 horas 
de fermentación; por otra parte, Caicedo et al. [13] indicaron que el contenido de proteína del tubérculo de 
taro presentó un incremento de 13,95% en relación con el tubérculo en estado natural que fue de 8,48%, sin 
embargo, Fonseca et al. [14] reportaron que bajos niveles de proteína asociados al almidón acelera el proceso de 
gelatinización lo cual es ideal para aumentar la digestibilidad de estos nutrientes.

Consumo de alimento

El suministro del concentrado balanceado estuvo acorde a lo reportado por Yohe et al. [15] quienes señalaron 
un consumo de aproximadamente 100 g/animal/día en la primera semana de vida y de 1000 g/animal/día a las 8 
a 10 semanas, la cantidad de alimento suministrado se ajustó cada vez que se realizaba un pesaje.

En el cuadro 2 se puede observar que a medida que avanza la edad de los animales, en el T4 se evidencia un 
mayor consumo de alimento presentándose diferencias estadísticas significativas (p<0,05) con respecto a los 
demás tratamientos. 
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Para el primer intervalo es importante aclarar que los individuos ya habían recibido 7 días de acostumbramiento 
a la dieta, donde todos los animales consumieron la cantidad correspondiente para cada tratamiento sin presen-
tar rechazo a los mismos; sin embargo, los animales del T4 no consumieron la totalidad del alimento ofrecido, a 
diferencia de los animales de los otros tratamientos en donde el consumo fue total; este mismo comportamiento 
se evidenció para el intervalo 2 y 3; finalizando la etapa experimental es decir en el intervalo 4, los animales del 
T4 consumieron todo el alimento.

En este estudio se usaron dosis bajas del alimento FES debido a que la presentación de un pH bajo en rumiantes 
en etapa de transición puede llegar a ser perjudicial para su desempeño, aumentando el riesgo de acidosis rumi-
nal y la disminución de la ingesta de alimentación inicial [16], además de generar una mayor demanda de energía 
que reduciría la cantidad de energía disponible para el crecimiento, afectando la eficiencia de la alimentación 
[17], lo que se evidenció con la dosis más alta del alimento FES. 

Los datos de consumo con base en MS fueron inferiores a los reportados por otros investigadores que señalan 
consumos de 340 g/día aproximadamente en las primeras semanas de vida del animal y 1720 g/día post-destete 
[18]; por otro lado, Castro & Elizondo [19] reportan consumos a la semana 8 de 7030 g/semana de alimento en 
formato harina (1004,2 g/día), 5856 g/semana de concentrado en formato pellet (836,57 g/día) y de 6086 g/
semana en concentrados balanceados en formato extrusado, correspondientes a 869,4 g/día.

Adicionalmente, se conoce que el consumo de alimento está estrechamente ligado con la presentación y compo-
sición del mismo tanto del tamaño como la frecuencia de alimentación; se ha informado que partículas finas ge-
nera una menor ingesta en relación con partículas de mayor tamaño en terneros [20], además la suplementación 
con forraje es un factor importante en la mejora del consumo [21]; por otro lado, Mirzaei et al. [22] demostraron 
que la suplementación con alimentos fermentados como el ensilaje de maíz mostraron una mayor ingesta inicial 
en relación con el heno de alfalfa e iniciadores granulados. Sin embargo, en otros estudios se ha demostrado que 
no se evidencia interacción entre la forma física de las dietas iniciales y la ingesta inicial del alimento [23]. 

Cuadro 2. Consumo del FES papa: zanahoria y concentrado balanceado comercial.

Intervalo (días) Tratamiento
Peso Inicial 

(Kg)
CMS* (g) CAF** (g)

Intervalo 1
(14-27 d)

T1*** 34,83 0 0

T2 35,75 214,5 a 451,6 b

T3 36,15 216,9 a 249,3 a

T4 35,88 322,9 b 679,8 c

Intervalo 2
(28-41 d)

T1*** 40,68 0 0

T2 41,73 250,4 a 527,1 b

T3 41,9 251,4 a 289,0 a

T4 42,63 383,7 b 807,7 c

Intervalo 3
(42-55 d)

T1*** 40,95 0 0

T2 45,9 275,4 a 579,8 b

T3 46,18 277,1 a 318,5 a

T4 45,75 411,8 b 866,8 c

Intervalo 4
(56-70 d)

T1*** 41,63 0 0

T2 50,55 303,3 a 638,5 b

T3 51,73 310,4 b 356,8 a

T4 50,43 453,9 c 955,5 c

*Consumo de materia seca
**Consumo de alimento fresco
***No se calculó CMS y CAF debido a que no consumieron una dieta suplementaria
Promedios con letras distintas en la columna, indican una diferencia estadística significativa 
según la prueba de Tukey (P<0,05).
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Peso de los animales

El promedio de los pesos iniciales no mostró diferencias estadísticamente significativas (p<0,05), sin embargo, 
a las 10 semanas de vida los animales de T2 y T3 alcanzaron un peso final estadísticamente superior (p<0,05) 
en relación con el grupo control; en tanto que T4 no mostró diferencias con los otros tratamientos (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Pesaje de los animales.

Tratamiento Peso Inicial Peso 28 días Peso 42 días Peso 56 días Peso Final

T1 34,83±1,83 a 40,68±0,58 a 40,95±1,08 a 41,63±0,53 a 45,78±2,07 b

T2 35,75±2,05 a 41,73±1,96 a 45,90±1,93 a 50,55±2,17 a 59,00±2,47 a

T3 36,15±2,63 a 41,90±3,48 a 46,18±3,99 a 51,73±4,39 a 58,30±4,82 a 

T4 35,88 0,80 a 42,63±0,93 a 45,75±0,58 a 50,43±0,61 a 56,9±1,14 ab

Promedios con letras distintas en la columna, indican una diferencia estadística significativa según la prueba de Tukey (P<0,05); ± 
error estándar (n=4) 

Beiranvand et al. [18] reportaron pesos que oscilaron entre 61,37 y 65,58 kg al destete con diferentes Inte-
racciones de heno de alfalfa y propionato de sodio; por otro lado, con una alimentación de leche mediante un 
procedimiento convencional y descendente, se obtuvieron pesos de 65 y 79,11 kg a la séptima semana de vida 
respectivamente [24]; 66,61 y 73,24 kg con la adición de agua en el concentrado [25] y 60,4 y 59,4 kg con avena 
molida y entera a la 5 semana de vida [26], datos que fueron superiores a los obtenidos en este estudio. Sin em-
bargo, Castro y Elizondo [19] reportaron pesos que coincidieron, que oscilaron entre 49 y 58 kg a la 8 semana.

En contraste, Harris, et al. [27] mostraron un aumento significativo de los pesos de terneros suplementados con pro-
ductos de fermentación de Saccharomycescerevisia obteniendo 60,1 kg a los 35 días de vida. Se ha conocido que ali-
mentos fermentados ejercen un efecto positivo sobre los índices productivos de terneros como la ganancia de peso 
y la eficiencia alimenticia, permitiendo la acumulación de músculo corporal al proporcionar una mayor deposición 
de proteínas, todo esto debido a que el proceso de la fermentación mejora el valor nutricional al reducir agentes anti 
nutricionales, mejorar la digestibilidad y aumentar el contenido de proteínas y péptidos pequeños [28]. 

Las diferencias en los resultados pueden ser atribuidas a la variación en la composición de los alimentos sumi-
nistrados, como relación forraje-concentrado, frecuencia de alimentación, tamaño de la partícula, además de las 
condiciones ambientales, edad y raza del animal. No obstante, es conocido que la cantidad y calidad del forraje 
suministrado es un factor importante en el desarrollo de los terneros ya que este puede mejorar el consumo de 
alimento sólido, la fermentación ruminal y el aumento del peso [29].

Ganancia diaria de peso

En el primer pesaje no se evidenciaron diferencias (p<0,05) en las ganancias, sin embargo, en los pesajes a los 42 y 
56 días los T2, T3 y T4, mostraron un aumento (p<0,05) con respecto al grupo control. Para el pesaje a los 70 días, el 
T2 logró los mejores resultados con una ganancia diaria de peso de 603,6 g/día (p<0,05) seguido del T3 con 469,6 
g y T4 con 462,5 g/día. Para la ganancia diaria promedio, se observa que en los animales suplementados lograron 
valores superiores a los 450 g/día; a la vez, se evidencia que subir la dosis de FES no se traduce en un mayor rendi-
miento productivo, muy posiblemente se deba a alteraciones bioquímica en la cámara retículo ruminal (Cuadro 4).

En el Cuadro 4 se observa una notable disminución en la ganancia diaria de peso en el pesaje a los 42 días, esto 
pudo ser debido a la presencia de neumonías neonatales en los terneros, sin embargo, se observa que a los 70 
días, los animales suplementados recuperaron los niveles de ganancia de peso. 
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Silva et al. [30] indicaron que en la suplementación con leche y concentrado a voluntad la ganancia diaria fue 
mayor al aumentar los niveles de suministro de leche concentrado obteniendo 794 g/día y 886 g/día con las 
concentraciones superiores, lo que no concuerda con lo obtenido en este estudio ya que al aumentar la cantidad 
de suministro del alimento FES se observaron ganancias de peso inferiores; estos resultados pueden relacio-
narse con la posible presencia de diferencias en el pH ruminal, debido a que este alimento posee alta cantidad 
de carbohidratos fermentables lo que reduce rápidamente el pH ruminal y por ende la ingesta de alimentación 
conllevando a perdidas en la ganancia de peso [26].

En estudios previos con alimentos fermentados demostraron que la ganancia diaria de peso fue superior a la 
obtenida en este estudio, con ganancias de 740 g/día y 796,9 g/día en la 8 semana de vida [28,31]. Kim et al. [32] 
reportaron que terneros alimentados con una dieta a base de harina de soja fermentada mejoraron la ingesta de 
alimento, el rendimiento del crecimiento, con ganancias aproximadas de 960 g/día a la semana 6 valor superior 
a lo observado en este estudio, esto debido a que los alimentos fermentados aportan más nutrientes. En este 
orden de ideas, se ha demostrado que animales alimentados con productos fermentados presentan mejores 
condiciones de salud [33,34], lo que explicaría las mayores ganancias de peso en los tratamientos T2, T3 y T4 en 
relación con el grupo control en el pesaje a los 42 y 56 días.

Ganancia Final de peso

Se observó que la ganancia de peso final durante el tiempo de estudio muestra diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05) entre los grupos de animales que recibieron suplementación y el grupo control. Es de 
resaltar que la mayor ganancia de peso se obtuvo con el T2, con un valor de 23,25 kg (Cuadro 5.). 

Cuadro 4. Ganancia diaria de peso.

Tratamiento Pesaje 28 días (g/d) Pesaje 42 días (g/d) Pesaje 56 días (g/d) Pesaje 70 días (g/d) Promedio (g/d)

T1 365,6±78,1 a 17,2±32,6 b 51,9±112,1 b 296,4±147,7 b 223,5±74,2 b*

T2 373,4±42,8 a 260,9±3,9 a 357,7±23,8 a 603,6±42,50 a 474,5±26,8 a* 

T3 359,4±52,9 a 267,2±62,3 a 426,9±31,4 a 469,6±32,2 ab 452±47,7 a*

T4 419,5±10,8 a 195,3±25,6 a 359,6±13,0 a 462,5±71,5 ab 429,1±9,8 a*

Promedios con letras distintas en la columna, indican una diferencia estadística significativa según la prueba de Tukey (P<0,05); ± 
error estándar (n=4).
* Diferencia estadística significativa según la prueba de Duncan (P<0,05).

Cuadro 5. Ganancia de peso final.

Tratamiento Ganancia de peso final (Kg)

T1 10,95±3,63 b

T2 23,25±1,31 a

T3 22,15±2,33 a

T4 21,03±0,48 a

Promedios con letras distintas en la columna, indican 
una diferencia estadística significativa según la prue-
ba de Tukey (P<0,05); ± error estándar (n=4).
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Altura a la cruz

El comportamiento de la altura a la cruz en la Figura 1 muestra un patrón de crecimiento para los cuatro tratamientos.

Figura 1. Altura promedio a la cruz.

Los tratamientos suplementados presentaron mayores ganancias de altura (p<0,05) con relación al grupo con-
trol, siendo el T2 y T3 los de mayor ganancia (Cuadro 6).

Cuadro 6. Ganancia promedio de la altura a la cruz.

Tratamiento
Ganancia Altura 

28 días (cm)
Ganancia Altura 

42 días (cm)
Ganancia Altura 

56 días (cm)
Ganancia Altura 

70 días (cm)
Ganancia Altura 

Final (Cm)

T1 2,4 b 2,2 b 1,9 b 0,8 b 7,7 b

T2 3,9 a 2,8 a 1,9 b 2,1ab 10,6 a

T3 2,0 b 2,8 a 3,3 a 2,1 ab 10,1 a

T4 2,2 b 2,7 a 2,3 ab 2,7 a 9,9 a

Promedios con letras distintas en la columna, indican una diferencia estadística significativa según la prueba de 
Tukey (P<0,05); ± error estándar (n=4).

No obstante, estos valores difieren de los obtenidos por Khan et al. [35] quienes con consumo libre de heno 
alcanzaron 91,6 cm en la semana 8 y 95 cm en la semana 10; por otra parte, con la suplementación de harina de 
maíz fermentado a la semana 8 se obtuvo una altura promedio de 90,27 cm [31]. A diferencia, con la suplemen-
tación de 9% de harina de soja fermentada que obtuvo una altura de 81 cm en la semana 4 y 85 cm en la 8 sema-
na, datos que concuerdan con los obtenidos por el T2; sin embargo, con 13,5% de harina de soja se obtuvieron 
alturas de 83,42 cm y 87,15 cm [28].

Consumo de alimento en relación al costo de la dieta

En el cálculo del valor de la dieta suministrada a los animales no se tuvo en cuenta el costo de forraje y leche en 
ninguno de los tratamientos, debido a que este se realizó en base con el consumo de alimento concentrado y 
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Cuadro 7. Consumo de alimento en relación al costo de la dieta.

Intervalo (días) Tratamiento
Peso Inicial 

(Kg)
CMS* (g) CAF** (g)

Costo $ (COP) 
Alimentación/ día

Costo $ (COP)/ 
intervalo de tiempo

Intervalo 1
(14-27 d)

T1*** 34,83 0 0 0 0

T2 35,75 214,5 a 451,6 b 197,7 3163,2

T3 36,15 216,9 a 249,3 a 324,1 5185,7

T4 35,88 322,9 b 679,8 c 297,6 4762,1

Intervalo 2
(28-41 d)

T1*** 40,68 0 0 0 0

T2 41,73 250,4 a 527,1 b 230,8 3230,8

T3 41,9 251,4 a 289,0 a 375,7 5259,2

T4 42,63 383,7 b 807,7 c 353,6 4950,7

Intervalo 3
(42-56 d)

T1*** 40,95 0 0 0 0

T2 45,9 275,4 a 579,8 b 253,8 3299,8

T3 46,18 277,1 a 318,5 a 414,0 5382,4

T4 45,75 411,8 b 866,8 c 379,5 4933,5

Intervalo 4
(56-70 d)

T1*** 41,63 0 0 0 0

T2 50,55 303,3 a 638,5 b 279,5 4472,7

T3 51,73 310,4 b 356,8 c 463,8 7420,6

T4 50,43 453,9 c 955,5 a 418,3 6693,2

*Consumo de materia seca
**Consumo de alimento fresco
*** No se calcularon CMS, CAF y costos debido a que no consumieron una dieta suplementaria
Promedios con letras distintas en la columna, indican una diferencia estadística significativa según la prueba de Tukey (P<0,05).

Cuadro 8. Costo de la alimentación en el tiempo de experimentación 

Tratamiento
Costo Alimentación 

Promedio / animal (COP)
Costo Alimentación 

Promedio / 4 animales (COP)

T1* 0 0

T2 14166,6 56666,3

T3 23247,8 92991,1

T4 21339,5 85358,2

*No se calcularon costos debido a que no consumieron una dieta suplementaria

FES. El alimento FES papa:zanahoria tuvo un precio de $ 439 COP/kg de alimento, en comparación con el con-
centrado balanceado comercial con un precio de $1300 COP/kg de alimento; hasta este punto es notable que 
el alimento por FES tiene un costo 66,2% más bajo que el concentrado comercial; sumando a esto que su valor 
nutricional es más alto (Cuadro 7). 

Los costos de alimentación relacionados en el Cuadro 8 corresponden a la sumatoria del costo de la alimenta-
ción durante el tiempo del experimento, los cuales se encuentran disgregados por intervalos de experimenta-
ción en el Cuadro 7.

Se evidencia que la alimentación con el T2, resulta ser más económica y productiva, ya que con esta se logran 
mejores ganancias de peso y de altura a la cruz; su uso representa un ahorro de $9081,2 pesos en relación a la 
alimentación del T3.

La búsqueda de alimentos alternativos que suplan las necesidades nutricionales de los animales además de ob-
tener resultados favorables en los parámetros productivos, es un factor importante en las producciones, ya que 
desde el punto de vista económico es imposible utilizar altos volúmenes de concentrados en la zona tropical. 
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González et al. [36] reportaron que el uso de plantas medicinales en la alimentación de becerras influyo en el 
incremento del consumo de alimento, mejora en la ganancia de peso y reducción en los costos de producción 
especialmente en los animales donde se administró extracto de cítricos.

CONCLUSIONES 

La elaboración de un alimento mediante el proceso de fermentación en estado sólido permite mejorar el valor 
nutritivo, evidenciándose un aumento significativo en el porcentaje de proteína y otros nutrientes cuando hay 
un medio favorable, lo que posibilita la inclusión de subproductos orgánicos con el fin de disminuir los costos 
y aumentar el valor nutricional de estos para su uso en la alimentación animal. Por otra parte, la incidencia de 
enfermedades es menor cuando a los animales se les suministra un suplemento tipo FES, debido a que estos 
alimentos presentan un mayor número de microorganismos.

En este orden de ideas, el T2 que fue suplementado con 6 g/kg/PV del alimento FES papa:zanahoria, obtuvo los 
mejores resultados en relación con el consumo de alimento, ganancia de peso, peso final y alzada a la cruz; en 
términos económicos, este tratamiento fue más económico al representar un ahorro de $9081,2 COP en rela-
ción con la suplementación con concentrado comercial, convirtiéndolo en una alternativa de alimentación para 
terneros reduciendo los costos de producción y aumentando la eficiencia de los animales. Sin embargo, el uso de 
dosis más altas del alimento FES, no mostro mejor resultado, siendo su rendimiento inferior al del concentrado 
comercial por lo cual se hace necesario realizar más estudios para determinar las cantidades óptimas a suminis-
trar del alimento y diferentes subproductos agrícolas y pecuarios. 
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RESUMEN

La percepción de calidad de carne es un concepto complejo y requiere de análi-
sis multivariados para entender su estructura y conceptualización. El objetivo 
del estudio fue valorar la percepción de calidad de carne por parte del consu-
midor y la disponibilidad a pago por información de calidad. Se aplicaron 400 
encuestas bajo un cuestionario estructurado. La encuesta indagó sobre el perfil 
socioeconómico del consumidor y la percepción sobre características intrínse-
cas y extrínsecas de la carne, perfil de consumo por información nutricional, es-
tilo de vida, preferencias de cortes y frecuencia de compra, y disposición a pago 
por información nutricional, empleando una escala Likert. Los datos se anali-
zaron mediante modelos de ecuaciones estructurales (SEM) y pruebas chi2. El 
SEM registró un ajuste satisfactorio (CFI=0,978, RMSEA=0,17). Los resulta-
dos indicaron que el consumidor conceptualiza (P < 0,05) la carne con base 
en aspectos intrínsecos (color, suavidad y pérdida de agua), extrínsecos (precio, 
bienestar animal y confianza) y la actitud de consumo saludable. El encuestado 
no consideró el concepto de calidad para la disposición a pago por información. 
Las mujeres, los consumidores entre 37-55 años y los empleados, registraron la 
puntuación más alta (P < 0,05) en el concepto de calidad de la carne. 

ABSTRACT

Beef consumer’s perception is complex and demands multivariate analyses to 
understand their structure and concept. This study aimed to evaluated beef 
consumer’s perception and willingness to pay related to nutritional informa-
tion. A total of 400 of structured surveys were applied. Surveyed were reques-
ted for information related to socioeconomic status and their perception about 
intrinsic and extrinsic beef cues, healthy consumption, nutritional information 
and willingness to pay, on a Likert scale. A structural equation model (SEM) 
and Chi-square were used to analyze. SEM showed a successful fit (CFI=0,978, 
RMSEA=0,17). The beef consumer’s perception was conceptualized as intrinsic 
(color, tenderness, and water holding capacity), extrinsic (price, animal welfare, 
and trusted), and healthy consumption. Women, consumers between 37 and 55 
years old, and employees were consumers with a better beef quality concept.

RESUMO

A percepção do consumidor de carne bovina é complexa e exige análises mul-
tivariadas para entender sua estrutura e conceito. Este estudo teve como ob-
jetivo avaliar a percepção e disposição dos consumidores de pagar por infor-
mações nutricionais. Foram aplicados 400 inquéritos estruturados. A pesquisa 
investigou o perfil relacionado ao status socioeconômico e sua percepção so-
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bre as sinais intrínsecas e extrínsecas da carne bovina, consumo saudável, informações nutricionais e disposição para 
pagar, em escala Likert. Um modelo de equação estrutural (SEM) e qui-quadrado foram utilizados para o analise. O SEM 
mostrou um ajuste satisfatório (CFI = 0,978, RMSEA = 0,17). A percepção do consumidor de carne bovina foi concei-
tuada como consumo intrínseco (cor, maciez e capacidade de retenção de água), extrínseco (preço, bem-estar animal e 
confiável) e na atitude de consumo saudável. Mulheres, consumidores entre 37 e 55 anos e funcionarios, registraram a 
maior pontuação (P <0,05) no conceito de qualidade da carne.

INTRODUCCIÓN

La calidad de la carne, percibida por el consumidor, se define como un concepto complejo [1], construido sobre la 
base de atributos intrínsecos y extrínsecos de la carne, experiencias previas y expectativas de consumo [2,3]. Los 
atributos intrínsecos, se han descrito como características inherentes a la carne, incapaces de ser modificadas sin 
alterar substancialmente la naturaleza del producto. Por su parte, los atributos extrínsecos están relacionados con 
el producto, pero no son inherentes a su naturaleza, como el precio, la marca, el sistema productivo entre otros [1,4] 

Recientemente, varios investigadores se han preocupado por entender la percepción del consumidor de carne 
bovina [5,6] en conceptos tan generales como el producto mismo [7] específicos como la percepción de inocui-
dad [8], sostenibilidad [6], palatabilidad y marca comercial [9] o preferencia en contenido nutricional [10]. Este 
esfuerzo se relaciona con la necesidad de generar información que le permita a la industria de carne bovina, 
ofrecer un producto con mayor probabilidad de ser aceptado, con el objeto de enfrentar la disminución per ca-
pita del consumo de carne [5].

Ngapo et al. [11] han señalado que los consumidores pueden utilizar más de dos atributos de la carne para construir 
su concepto de calidad, entre ellos, los atributos intrínsecos como el color y el contenido de grasa, son importantes. 
Por su parte Flowers et al. [10], señalaron que el precio es el atributo de la carne que determina la elección del pro-
ducto en consumidores americanos; sin embargo, obviando el precio, estos consumidores apuntan la experiencia de 
consumo y el grado USDA (United State Department of Agricultural) de la carne como los atributos más importantes.

El entendimiento de la percepción del consumidor se considera una herramienta necesaria para dinamizar la 
industria cárnica [12], toda vez que los atributos de la carne influyen en el concepto de calidad del producto, en 
la atención y frecuencia de elección que expresa el consumidor al momento de la compra y en la disponibilidad 
de pago por calidad [7,13,14]

En Colombia, el consumo per capita de carne bovina disminuyó de 20 kg.año-1 en el año 2011, a 18,6 kg.año-1 en 
2019. Por su parte, sustitutos proteicos que compiten por su bajo costo como el pollo y el cerdo, aumentaron en 
11,8 kg y 5,58 kg, al incrementar su consumo per capita de 23,8 kg.año-1 a 35,6 kg.año-1 y de 5,52 kg.año-1 a 11,1 
kg.año-1, respectivamente. Asimismo, el pescado, considerado un sustituto proteico no tan económico, presentó 
un incremento de 4,2 kg (8,7 kg.año-1 vs 4,52 kg.año-1), en el mismo período [15]. Según Camacho et al. [16], las 
restricciones al consumo de carne en el consumidor colombiano, pueden estar asociadas a la percepción sobre 
potenciales problemas de salud derivados de su consumo.

Para el caso Colombiano, son escasas las investigaciones enfocadas a entender la percepción o caracterización 
del consumidor de carne bovina, pese a ser una de las demandas de la cadena cárnica [17]. FEDEGAN [18] de-
sarrolló una investigación para caracterizar el consumidor de carne bovina con resultados que dan orientación 
sobre preferencias y características de la carne relacionadas con la calidad. Sin embargo, la percepción del con-
sumidor no se puede entender con base en una sola característica, puesto que es un concepto complejo con fac-
tores interrelacionados, por lo cual, la aplicación de herramientas de análisis multivariado permitiría identificar 
los factores de la carne y sus interrelaciones que influyen en la percepción del consumidor. Por consiguiente, 
el objetivo fue determinar la percepción del consumidor sobre la calidad de carne bovina aplicando un modelo 
estructural y su relación con la disposición a pago por calidad.
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MÉTODO

La encuesta se desarrolló para abordar los principales aspectos relacionados con la percepción de la calidad de 
la carne bovina. Las bases teóricas para el desarrollo de las preguntas fueron revisadas previamente por Hen-
chion et al. [1], Grunert et al. [2], Font I Furnols et al. [3] y Frank et al. [19]. 

El formato para la captura de información abordó aspectos relacionados con el perfil socioeconómico del en-
cuestado, frecuencias y restricciones en el consumo de carne bovina, percepción relacionada con característi-
cas intrínsecas y extrínsecas del producto, aspectos orientados a investigar el perfil de consumo por información 
nutricional y estilo de vida, preferencias de cortes y frecuencia de compra, y disposición a pago por información 
nutricional, enfocada a perfil de ácidos grasos. 

Las preguntas relacionadas con el perfil socioeconómico registraron los principales niveles en las categorías: géne-
ro, rango salarial, nivel de estudios, ocupación y estado civil, así como también, la edad en años. Con relación a la per-
cepción, el cuestionario aplicado (30 preguntas) empleó una escala tipo Likert de cinco puntos, donde el número 1 se 
relacionó con la percepción “Me disgusta extremadamente” y el 5 con “Me gusta extremadamente”. La disposición a 
pago y el valor en pesos colombianos ($ COP) por información nutricional, se indagaron en una pregunta dicotómica 
(Si, No) y en el valor monetario que el consumidor informó que estaba dispuesto a pagar sobre el precio medio de la 
carne que compraba, respectivamente. Las preguntas y el modelo estructural aplicado en esta investigación, fueron 
validados mediante encuestas vía email en 602 participantes, con una tasa de respuesta del 18% [20]. 

La investigación se llevó a cabo en octubre de 2019 en municipios del área Metropolitana de Antioquia (Colom-
bia) en los 75°33′48,92′′ longitud Oeste y los 6°15′6.62′′ de latitud Norte, con una altitud media de 1.495 m.s.n.m. 
y temperatura promedio de 25°C. La muestra se estimó con base en los datos poblacionales informados por Mejía 
et al. [21], aplicando un muestreo poblacional estratificado por condición socioeconómica [14,22]. El cuestionario 
fue evaluado en un total de 400 consumidores de carne, asociados a una cadena comercial de supermercado y se 
aplicó en días no consecutivos, con el objeto de maximizar la representación de los consumidores [23]. Así mismo, se 
seleccionó el área de venta de carnes para la aplicación de la encuesta, con el objeto de garantizar que el encuestado 
fuera consumidor de este producto [14]. Cada encuestado fue indagado por su participación mediante un apartado 
de consentimiento informado en el formulario y su contribución fue compensada con un subproducto cárnico.

El modelo estructural propuesto consideró cuatro dimensiones exógenas (constructos formados a partir de va-
riables observadas) relacionadas con la percepción de atributos intrínsecos de la carne, percepción extrínseca, 
actitud frente al consumo saludable y expectativa por información nutricional y una endógena (constructos for-
mados a partir de variables latentes), asociada a la percepción de calidad de la carne. En cada uno de los cons-
tructos exógenos (cuadro 1), se validaron los criterios de adecuación muestreal (MSA) de Kaiser-Meyer-Olkin 
validando la pertinencia de las variables con un valor > 0,5, y Alpha de Cronbach con índice > 0,6 [24], emplean-
do la librería psych del software R-Project [25].

Cuadro 1. Validación de variables latentes exógenas e hipótesis en el modelo estructural.

Latente 
endógena

Latente 
exógena 

Hipótesis
Alpha de 

Cronbrach
MSA1

Percepción de 
calidad de carne

Percepción de atributos 
intrínseco

H1. Los consumidores valoran los atributos intrínsecos 
como parte del concepto de calidad

0,603 0,71

Percepción de atributos 
extrínsecos

H2. Los consumidores valoran los atributos extrínsecos 
como parte del concepto de calidad

0,606 0,64

Actitud frente 
al consumo saludable

H3. La actitud frente a un consumo saludable está 
relacionada con la percepción de calidad de carne

0,756 0,75

Expectativa por información 
de calidad

H4. La expectativa de información nutricional 
en la carne forma parte del concepto de calidad

0,651 0,75

1 Criterio de adecuación muestral de Kaiser-Meyer-Olkin
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El análisis de ecuaciones estructurales se realizó empleando la librería lavaan del software R-Project [26]. La 
fiabilidad del análisis se consideró con base en la ausencia de varianzas negativas en el error y cargas factoriales 
estandarizadas > 1. Así mismo, se evaluaron los criterios de bondad y ajuste relacionados con el cuadrado medio 
estandarizado del residual (SRMR por sus siglas en inglés) y el cuadrado medio del error por aproximación (RM-
SEA, por sus siglas en inglés), con un límite de aceptación < 0,08, y los índices de ajuste comparativo CFI (Compa-
rative Fit Index) y TLI (Tuker-Lewis Index), con valores de aceptación > 0,9 [24,27]. Bajo el modelo seleccionado, 
se realizó la predicción de las variables latentes evaluadas, en la escala Likert de cinco puntos. 

El contraste de las variables latentes generadas en el modelo estructural, con las variables de tipificación del consu-
midor, se realizó aplicando una prueba de Chi2, rechazando la hipótesis de independencia con un valor alpha > 0,05. 

RESULTADOS

El cuadro 2 presenta los resultados del perfil socioeconómico y demográfico de los consumidores encuesta-
dos. Los resultados sugieren que la participación de hombres y mujeres mostró una representación similar a la 
reportada en reciente censo para la población colombiana (48% mujeres y 51% hombres), al igual que la pro-
porción de personas que se dedican a las actividades del hogar (19%) y de empleados (47%), pero diferente al 
porcentaje de estudiantes (18%) y de pensionados (3,6%) [28].

Cuadro 2. Características socioeconómicas y demográficas de los consumidores de carne (n=400).

Variable Nivel Porcentaje
Género Masculino 41,32 %

Femenino 58,67 %
Edad (Años) < 37 31,78 %

37 - 55 38,14 %
55 - 74 28,11 %

> 74 1,95 %

Ingresos No declara 16,38 %

(Número de SMLMV1) < 1 11,49 %
1 - 2 41,07 %
3 - 4 21,02 %
5 - 6 7,33 %
> 6 2,68 %

Estado civil Casado(a) 43,27 %
Separado(a) 6,35 %

Soltero(a) 30,56 %
Viudo(a) 3,66 %

Unión libre 15,64 %
Otro 0,4 %

Nivel educativo Primaria 8,55 %
Secundaría 35,94 %
Tecnología 21,51 %
Profesional 22,00 %

Posgrado 11,00 %
Otro 0,90 %

Ocupación Servicio al hogar 19,55 %
Desempleado 0,7 %

Empleado 40,58 %
Pensionado 11,49 %
Estudiante 4,15 %

Independiente 23,47 %

1 salario mínimo legal mensual vigente
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El SEM fue validado de acuerdo a Bagozzi and Yi [29] y se aceptó la hipótesis de igualdad entre las covarianzas cal-
culadas y predichas (X2

df 381 P > 0,05) con ajuste satisfactorio (CFI=0,978, TLI=0,973, RMSEA=0,17 y SRMR=0,48). 
La construcción de las variables latentes de orden exógenas y endógenas, se presentan en el cuadro 3.

Percepción intrínseca y extrínseca de la carne

Los consumidores valoran (P < 0,05) principalmente la calidad intrínseca de la carne a través de la percepción 
del color, el concepto de suavidad y la valoración de la pérdida de agua. Por el contrario, la conceptualización de 
la maduración de la carne no es considerada (CF = 0,10, P > 0,05). 

Las características intrínsecas valoradas por los consumidores en el presente estudio, están en concordancia 
con los atributos intrínsecos de la carne informados por consumidores italianos [30], americanos [31] y mexica-
nos [11]. Entre estos atributos, el color de la carne y la pérdida de agua han sido informados como las primeras 
características que usa el consumidor para valorar la frescura del producto [1] y la terneza o suavidad, como uno 
de los factores más determinantes en la elección de la carne [32].

Con relación a la grasa como atributo intrínseco, la percepción sobre la influencia en la mejora de la calidad de la 
carne, aunque presentó un efecto significativo dentro de la conceptualización intrínseca, obtuvo una baja carga 
factorial (CF = 0,208, cuadro 3). Estos resultados son opuestos a lo informado por Henchion et al. [1] y Font-i-Fur-
nols and Guerrero [3], quienes señalan que la grasa visible es una de las señales de calidad de carne con mayor in-
fluencia en la percepción del consumidor. Así mismo, los resultados sobre la percepción de la grasa plantean la falta 
de conocimiento del consumidor encuestado sobre su efecto en la mejora de la experiencia de consumo [5], opues-
to a lo reportado por Ngapo et al. [11], quienes demostraron que el consumidor mexicano, aunque presenta una 
percepción negativa de la grasa en la carne, reconoce que debe existir un mínimo de grasa para mejorar su sabor. 

En el entorno colombiano, el concepto de maduración de la carne es poco conocido, como también fue demostrado 
por FEDEGAN [18] y Barragán et al. [20]. Sin embargo, está bien documentado el efecto positivo de los cambios 
bioquímicos y estructurales de la maduración en la palatabilidad (terneza, jugosidad y sabor) de la carne [33]. Por lo 
cual, los resultados del presente estudio permiten plantear la pobre educación en calidad de carne del consumidor 
colombiano, similar al caso del consumidor venezolano descrito por Arenas-De Moreno et al. [32], quienes indican 
que el concepto de maduración tiene mayor apropiación entre los consumidores de la región central de Venezuela 
(mayor preferencia y educación en calidad de carne) comparado con el consumidor de la región occidental.

En la percepción extrínseca, el concepto de bienestar animal, el sitio de compra de la carne y el precio, resaltan 
entre los atributos que más contribuyen a la formación del concepto (P < 0,05). Estos resultados concuerdan 
con Miranda de Lama et al. [34] quienes describieron la relación entre el bienestar animal y el consumidor de 
carne mexicano, y con Merlino et al. [30], que agruparon consumidores de carne (n = 401) en cinco grupos, el 
primero y más importante (32,5% de los consumidores), motivado por el precio de la carne y el cuarto (12,9%) 
caracterizados por la importancia en el bienestar animal.

El precio ha sido uno de los atributos de la carne de mayor impacto en la percepción del consumidor [2,7,10], sin 
embargo, a diferencia de reportes [10,30] en los cuales los consumidores priorizan el precio sobre otros atribu-
tos de la carne, resalta para este estudio la participación de la confianza del empacado como atributo de mayor 
carga factorial en la formación del concepto de calidad extrínseca. 

La reorganización de importancia de los atributos en el concepto de calidad de carne fue informada por Merlino 
et al. [30], quienes indican que los consumidores modifican la jerarquía de los atributos que evalúan según el 
lugar donde compran la carne, lo cual pudo influenciar que los consumidores del presente estudio experimenta-
ran una modificación de prioridades en lo atributos extrínsecos, dado que el experimento fue desarrollado en el 
área de venta de carne de un supermercado.
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Cuadro 3. Variables latentes y cargas factoriales en el modelo de ecuaciones estructurales 
para la percepción de la calidad de la carne bovina.

Latente Variable observada CF Valor p

Percepción 
intrínseca

La suavidad de la carne es fundamental cuando voy a comprar 0,420 >0,001

Si la carne escurre agua, no la compro 0,354 >0,001

Reviso el color cuando compro la carne res 0,505 >0,001

Prefiero carne con color rojo oscuro sobre un color rojo brillante 0,173 0,006

Prefiero consumir carne fresca sobre carne madurada 0,102 0,096

Considero que la grasa en la carne mejora su sabor 0,208 0,001

Me gusta la carne de res sobre otras carnes 0,274 >0,001

Confío más en comer carne de res que de pollo o cerdo 0,236 >0,001

Confío más en comer carne de res que de pescado 0,183 0,004

La forma de cocinar determina el tipo de carne que compro 0,267 >0,001

Percepción 
extrínseca

Quisiera comer más carne de res pero el precio me limita 0,169 >0,001

La forma como está empacada la carne me genera confianza 0,501 0,015

Conozco el proceso de beneficio y me interesa el bienestar animal 0,299 0,003

Considero que la carne es costosa y por eso no como todos los días 0,422 0,016

Usualmente compro la carne en el mismo sitio 0,227 0,038

La información hacia el consumo de carne roja es negativa -0,167 0,348

Expectativa 
hacia información 
nutricional

Reviso si el alimento contiene ácidos grasos omega y colesterol 0,647 >0,001

Si la carne declarara el contenido de omega 3 o 6 me gustaría más 0,730 >0,001

Si conociera cuánta proteína aporta la carne que como sería mejor 0,592 >0,001

Limito mi consumo de res por lo que dicen sobre la grasa 0,350 >0,001

Con relación a la grasa prefiero carne de res magra (poca grasa) 0,314 >0,001

Consumo 
saludable

Me preocupo por comer dietas saludables 0,517 >0,001

Compro alimentos que sean lo más saludables para mí y mi familia 0,632 >0,001

Cuando compro un alimento reviso su información nutricional 0,893 >0,001

Me importa el contenido de grasa y proteína en los alimentos 0,727 >0,001

Expectativa hacia información nutricional 0,684 >0,001

Ddisposición a pago por información nutricional 0,461 >0,001

Percepción de la 
calidad de la carne 
bovina

Percepción intrínseca 0,892 >0,001

Percepción extrínseca 0,752 0,017

Consumo Saludable 0,711 >0,001

Con relación a la grasa prefiero carne de res magra (poca grasa) 0,183 0,012

El olor de la carne es importante a la hora de decidir su compra 0,537 >0,001

Cuando compro un alimento reviso su información nutricional -0,364 0,004

Cuando compro carne me fijo en su contenido de grasa 0,355 >0,001

Disposición a pago por información nutricional -0,249 0,016

La forma como está empacada la carne me genera confianza 0,511 0,002

Considero que la carne de res es una buena fuente de nutrientes. 0,608 >0,001

Expectativa hacia información nutricional 0,003 0,974

CF = Carga Factorial

Contrario los reportes de Enciso et al. [14], FEDEGAN [18] y Barragán et al. [20], quienes exploraron la valora-
ción de aspectos de calidad de carne en consumidores colombianos, este estudio identificó que el concepto de 
bienestar animal formó parte de la conceptualización de la calidad extrínseca de la carne bovina. Estos resulta-
dos permitirían explorar la posibilidad de sellos y/o etiquetas que aporten valor agregado a la carne, basado en 
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experiencias previas que han demostrado que los consumidores podrían tener una disposición a pago por carne 
producida bajo esquemas de bienestar animal [34]. 

Actitud frente al consumo saludable y percepción sobre información nutricional

La expectativa de los consumidores asociada a la información nutricional de la carne, con enfoque en ácidos 
grasos estuvo conformada (P < 0,05) por la valoración positiva de conocer el contenido de ácidos grasos, la im-
portancia de revisar la información nutricional asociada a los ácidos grasos y por la expectativa de apreciar más 
la carne si el consumidor conociera el contenido proteico. Así mismo, el constructo de expectativa por informa-
ción, influyó positivamente (P < 0,05) la conceptualización de un hábito de consumo saludable, al igual (P < 0,05) 
que las variables observadas asociadas a la rutina de revisión de información nutricional en los alimentos y la 
importancia que el consumidor le da a los contenidos de grasa y proteína en los alimentos.

Lusk [35] afirmó que el 52,1% de los consumidores americanos (n = 1.290) basa su criterio de alimento saludable 
en un único componente nutricional del alimento, entre los cuales el contenido de grasa y proteína ocupan el 
tercer y noveno puesto en orden de importancia, respectivamente. Con relación a nuestros resultados, el enten-
dimiento de la percepción de la grasa y/o de sus componentes es un aspecto importante, dado influencia nega-
tiva de la información asociada a la grasa y su efecto en la salud de los consumidores de carne [36]. Al respecto, 
Flowers et al. [31] reportaron que los consumidores de carne desconocen y confunden los conceptos asociados 
a grasa y perfil de ácidos grasos (monoinsaturado, polinsaturada y grasa trans de origen ruminal) y que la peda-
gogía sobre el beneficio de estos nutrientes, impacta positivamente la decisión de compra.

Concepto de calidad de carne bovina

La variable latente de construcción endógena asociada a la conceptualización de calidad de la carne se describe 
en cuadro 3. El SEM validó (P < 0,05) todas las hipótesis planteadas, con excepción (P > 0,05) de la asociada a 
la expectativa de la información. Adicionalmente, las variables observadas relacionadas con la preferencia por 
carne magra, el olor, revisión del contenido de grasa y contenido nutricional, disposición a pago por información 
de calidad, el empaque y la preferencia de la carne como alimento nutritivo, influyeron (P < 0,05) en la construc-
ción de la percepción de calidad.

La percepción de los atributos intrínsecos y extrínsecos de la carne, y la actitud hacia un consumo saludable 
representaron los conceptos de mayor contribución positiva a la formación de la percepción de calidad (CF > 
0,70). Por el contrario, la revisión del contenido nutricional (CF= –0,36) y la disposición a pago por información 
de calidad (CF= –0,25), contribuyeron negativamente a la percepción de calidad de la carne. Estos resultados 
sugieren que el consumidor de carne se preocupa por un consumo saludable y estaría dispuesto a pagar más por 
información de calidad nutricional en otros alimentos, pero su percepción y confianza en la carne bovina sobre-
pasa la necesidad de conocer la información nutricional y desincentiva el pago por esta información. 

Al igual que en este estudio, varios autores han demostrado la importancia de las características intrínsecas 
y extrínsecas de la carne en el concepto de calidad de carne [1,11,32]. Sin embargo, contrario al registrado en 
este trabajo, la literatura reporta casos exitosos de disposición a pago por información nutricional en la carne 
bovina [10,31], influenciados por la necesidad creciente del consumidor por compra con base en decisiones 
informadas [35]. Adicionalmente, Barragán et al. [20] mediante la aplicación por formulario electrónico de la 
encuesta usada en el presente estudio, encontraron una disposición positiva al pago por información nutri-
cional en la carne bovina, probablemente asociado al muestreo por conveniencia (n = 108) que influyó en una 
muestra con mayor proporción de encuestados con formación universitaria y con grado de maestría (82%) e 
ingresos económicos superiores a 5 SMLMV (38%).
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Relación entre tipificación de consumidores y la percepción de calidad de carne

El análisis de dependencia entre las características del consumidor de carne y la predicción de la variable latente 
asociada a la percepción de la calidad de carne bovina identificada en el SEM, rechazó la hipótesis (P < 0,05) de 
independencia en las variables género, frecuencia en el consumo de carne y edad. Un mayor porcentaje de mu-
jeres estuvo asociado a una puntuación más alta en la variable latente. Así como también, encuestados con una 
frecuencia de consumo de carne de >4 veces por semana y con edades entre los 37 y 55 años (cuadro 4).

La relación de dependencia entre las mujeres y la mayor calificación en la percepción de calidad de carne bovina 
pudo estar influenciada por factores asociados a los conceptos de alimentación saludable y percepción relacio-

Cuadro 4. Dependencia (X2) entre el porcentaje de respuestas asociadas a la tipificación del consumidor de carne 
y la predicción de la variable latente percepción de la calidad de carne bovina.1

Predicción de variable latente2

2 3 4 Valor de P

Género
Masculino 0,00 15,86 23,53

0,0440
Femenino 0,26 17,65 42,71

Ingresos
(SMLMV)3

No declara 0,26 7,42 9,46

0,2889

< 1 0,00 4,86 6,14

1 – 2 0,00 13,04 28,39

3 – 4 0,00 7,93 12,79

5 – 6 0,00 1,79 5,12

> 6 0,00 1,28 1,53

Nivel educativo

Primaria 0,00 2,30 6,65

0,0910

Secundaría 0,26 14,07 21,48

Tecnología 0,00 6,39 14,83

Profesional 0,00 9,72 13,04

Posgrado 0,00 3,58 6,91

Otro 0,00 0,26 0,51

Ocupación

Servicio al hogar 0,26 6,39 13,30

0,0860

Desempleado 0,00 0,77 0,00

Empleado 0,00 16,11 25,32

Pensionado 0,00 2,81 8,18

Estudiante 0,00 2,56 1,28

Independiente 0,00 7,67 15,35

Consumo de carne
(número de veces por 
semana)

1-2 0,26 16,37 21,99

0,02902-3 0,00 11,00 19,18

>4 0,00 8,95 22,25

Restricción consumo
Si 0,26 7,93 9,46

0,6642
No 0,00 28,39 53,96

Edad
(Años)

<25 0,00 7,16 4,60

0,0005

25-37 0,00 8,70 11,76

37-55 0,26 9,72 27,62

55-74 0,00 9,97 18,16

>74 0,00 0,77 1,28

1 Números resaltados en negrita representan el mayor porcentaje de respuestas entre las dos variables analizadas.
2 Predicción de la variable latente de acuerdo con el modelo SEM donde 1 se asocia a menor puntuación de la percepción y 5 a mayor 
puntuación.
3 Número de salario mínimo mensual legal vigente.
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nada con el contenido de grasa como fue demostrado en el modelo SEM del presente estudio. Lusk [35], repor-
tó que las mujeres poseen mayor afinidad por el concepto de alimento saludable comparado con los hombres, 
describiendo este concepto, entre otros aspectos, como alimentos bajos en grasa. De igual forma, Banović et 
al. [13] concluyó que las mujeres son capaces de decidir de forma más rápida la elección de la carne bovina con 
bajo contenido de grasa, comparado con los hombres. Según los anteriores autores, esta elección se basa en la 
conceptualización de que alimentos bajos en grasa son más saludables. 

La relación entre la mejor conceptualización de la calidad de la carne bovina y los consumidores de mayor fre-
cuencia de carne por semana, puede estar asociada a la preferencia y confianza en el consumo de carne. Estos 
resultados presentan similitud con los reportes de Flowers et al. [10] y Arenas-De Moreno et al. [32], quienes 
relacionan una mayor frecuencia de consumo con mayor preferencia por la carne.

Por último, se registró una mayor apropiación del concepto de calidad de carne entre consumidores de 37 y 55 
años. Estos resultados podrían estar asociados a ser un rango de edad productiva y menor influencia del precio de 
la carne en su adquisición como se pudo observar en la tendencia (P= 0,0860) de un mejor concepto de calidad de 
carne entre los consumidores con empleo. Realini et al. [37] identificó que los consumidores españoles de entre 41 
y 60 años presentan mayor preferencia por la carne bovina comparado por consumidores jóvenes, quienes expre-
san restricción al consumo de carne por el precio y poseen menor preferencia por la carne por su estilo de vida.

CONCLUSIONES

La percepción de calidad de carne bovina de los consumidores encuestados se basó en la valoración de los fac-
tores intrínsecos y extrínsecos de la carne, en la actitud frente al consumo saludable y en variables relacionadas 
al producto, como el contenido de grasa y la preferencia de consumo, sin considerar importante la información 
nutricional. Estos resultados, aunque son válidos para el área de influencia del presente estudio, demuestran 
la adaptación de una metodología de evaluación de percepción del consumidor de carne bovina que puede ser 
aplicada en otras regiones de Colombia.

Conceptos reconocidos en el entorno científico que se asocian a mayor aceptación en la carne bovina, como es 
el caso de la maduración de la carne, no son valorados por el consumidor. Esta situación evidencia la necesidad 
de la industria de carne bovina de educar al consumidor sobre calidad de carne.

La percepción de calidad de carne bovina en los consumidores encuestados, no consideró la posibilidad de pa-
gar más dinero por información de calidad. La confianza y la preferencia en la carne subvaloran la información 
nutricional. Así mismo, se identificó que los consumidores desconocen o no valoran el perfil de ácidos grasos y 
las implicaciones en la nutrición y salud. En general, el concepto de grasa se asocia a una percepción negativa, lo 
que hace necesario mayor educación sobre los componentes de la grasa y su efecto en la salud.

Aunque se identificó que el precio de la carne es un factor que condiciona la percepción del consumidor, el ha-
llazgo de la valoración del bienestar animal como componente de la percepción extrínseca de la carne podría 
permitir el desarrollo de sellos de carne con énfasis en bienestar animal que aumenten la aceptación de la carne 
y posibiliten una mayor valoración económica del producto. 

Las características del consumidor que más influyeron en el concepto de percepción de la calidad de carne bo-
vina fueron: el género, la edad y la frecuencia de consumo. Esta tipología de consumidor estuvo asociada a con-
ceptos de consumo saludable y contenido de grasa.
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RESUMEN

Los taninos son metabolitos secundarios producidos por el fruto piñón de oreja 
que pueden formar complejos con otras macromoléculas e incrementar la preser-
vación de las pieles animales posterior al proceso de curtido. Este trabajo se enfocó 
en la extracción y cuantificación de taninos vegetales en el fruto piñón de oreja 
(Enterolobium cyclocarpum) para su potencial aplicación como curtiente en la 
piel de conejo raza Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus). Para ello, se realizaron 
extracciones utilizando soluciones acuosas de etanol, metanol y acetona al 70% 
y se cuantificó por el método Folin Ciocalteu modificado utilizando ácido tánico 
como patrón. Se evaluó la capacidad de curtido en la piel de conejo mediante las 
propiedades físicas del cuero. Se encontró que la mayor concentración de equiva-
lentes de ácido tánico (TAE) se obtuvo para la extracción con etanol al 70% (1,42 g 
TAE /L) y acetona al 70% (1,49 g TAE /L), respectivamente. Estos extractos fueron 
utilizados para obtener los cueros conforme las normas de estandarización para 
estos productos, superando solo 3 de 5 pruebas de estabilidad y resistencia bajo 
las normas oficiales. Estos extractos son un potencial sustituto de las sales de cro-
mo, permitiendo procesos de curtido con menor impacto ambiental.

ABSTRACT

Tannins are secondary metabolites produced by guanacaste tree fruit that can 
form complexes with other macromolecules and increase the preservation of 
animal skins after the tanning process. This work focused on the extraction and 
quantification of vegetable tannins in guanacaste tree fruit (Enterolobium cyclo-
carpum) for its potential application as a tanning agent for European rabbit skin 
(Oryctolagus cuniculus). Extractions were performed using 70% aqueous ethanol, 
methanol and acetone solutions and then quantified by a modified Folin Ciocalteu 
method using tannic acid as the standard. Finally, the tanning capacity in rabbit 
skin was evaluated by the physical properties of the leather. It was found that the 
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highest concentration of tannic acid equivalents (TAE) was obtained for extraction with 70% ethanol (1,42 g TAE / L) and 70% 
acetone (1,49 g TAE/L), respectively. These extracts were used to obtain the leathers according to standards for these products, 
passing only 3 out of 5 stability and resistance tests under official standards. These extracts are a potential substitute for chro-
mium salts, allowing tanning processes with less environmental impact.

RESUMO

Taninos são metabólitos secundários produzidos por fruta da árvore guanacaste que podem formar complexos com outras ma-
cromoléculas e aumentar a preservação de peles de animais após o processo de curtimento. Este trabalho teve como foco a ex-
tração e quantificação de taninos vegetais em frutos de árvore guanacaste (Enterolobium cyclocarpum) para seu potencial apli-
cação como agente bronzeador para pele de coelho europeu (Oryctolagus cuniculus). As extrações foram realizadas em soluções 
aquosas de etanol 70%, metanol e acetona e quantificadas pelo método de Folin Ciocalteu modificado, utilizando ácido 
tânico como padrão. Por fim, a capacidade de curtimento da pele de coelho foi avaliada pelas propriedades físicas do couro. 
Verificou-se que a maior concentração de equivalentes de ácido tânico (TAE) foi obtida para a extração com etanol 70% (1,42 
g TAE/L) e acetona 70% (1,49 g TAE/L), respectivamente. Esses extratos foram usados para obter os couros de acordo com as 
normas para esses produtos, passando em apenas 3 dos 5 testes de estabilidade e resistência de acordo com as normas oficiais. 
Esses extratos são potenciais substitutos dos sais de cromo, permitindo processos de curtimento com menor impacto ambiental.

INTRODUCCIÓN

La curtición es el proceso mediante el cual se convierten las pieles de los animales en cuero [1]. Se denomina 
curtiembre al proceso de someter las pieles de animales a una serie de tratamientos con diversas sustancias lla-
madas curtientes y otras diversas operaciones, destinadas a producir en ellas modificaciones químicas y físicas, 
con el fin de convertirlas en material duradero, casi imputrescible, apenas permeable al agua y a la vez, suave, 
elástico y flexible, es decir el cuero o la piel curtido [1,2]. 

Los métodos más destacados en el proceso de curtición son el curtido vegetal con sales de cromo hexavalente 
y con sales de alumbre utilizada en la industria de la peletería [3,4]. El curtido vegetal surgió por medio de la 
observación que puso en evidencia que, si una piel cruda entraba en contacto con la corteza, madera u hojas de 
ciertas plantas, aquella se manchaba y esas partes aparentemente dañadas, resultaban indemnes a la putrefac-
ción [5,6]. A partir de 1960, comenzó el desarrollo de la industria del curtido vegetal basada en la utilización de 
taninos que eran producidos por una gran variedad de vegetales [7,8]. 

Debido a su naturaleza química, los taninos se convierten en una fuente natural de compuestos orgánicos, con la 
capacidad de curtir la piel [9]. Sin embargo, en épocas de la industria, el curtido con sales de cromo hexavalente 
empezó a tener una mayor relevancia [3]. En la actualidad, el curtido con cromo es una práctica comúnmente 
usada, no obstante, con un impacto negativo en el medio ambiente debido al alto grado de contaminación que 
genera en los afluentes [2,3].

Barrancabermeja se caracteriza por su clima tropical, con alto potencial de crecimiento y desarrollo de especies 
vegetales con gran contenido de taninos, como lo es el árbol Enterolobium cyclocarpum, conocido en Colombia 
como orejero o piñón de oreja, en el cual el fruto es una fuente potencial de taninos [10–12]. Los taninos son 
compuestos de polifenoles capaces de adherirse a las proteínas de colágeno de las pieles de los animales y rea-
lizar el proceso de curtido, otorgándoles características naturales como la flexibilidad y suavidad, principales 
características como curtiente vegetal en el proceso de transformación de la piel en cuero [7,13,14].

El conejo es un animal que constituye un potencial socio económico para el desarrollo de la región debido a su 
fácil crianza y su reproducción que es muy rápida por tener seis conejos en dos meses lo que equivale a 5 partos 
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al año, asegurando una oferta de su piel [15,16]. No necesita mayor área para su producción (10 metros cuadra-
dos) en comparación con las especies de rumiantes (100 metros cuadrados en caso de los bovinos) [17].

Esta investigación se enfocó en el fruto piñón oreja para determinar la presencia de taninos en la semilla y vaina del 
fruto, y utilizarlos como curtiente en el proceso de curtido de la piel de conejo raza Nueva Zelanda y así minimizar 
el uso de cromo. El cuero de conejo, al ser procesado, puede sustituir las pieles exóticas que existen en el mercado.

MÉTODO

Localización

La investigación concerniente al proceso de extracción y cuantificación del tanino se desarrolló en el laboratorio 
de ciencias del Centro de Investigación Santa Lucia del Instituto Universitario de la Paz (UNIPAZ), ubicado a 15 
km de Barrancabermeja, Colombia. El proceso de curtición de la piel del conejo se realizó en la Unidad Acadé-
mica Plantas Agroindustriales ubicado en el barrio Santa Bárbara en Barrancabermeja, Colombia. Condiciones 
ambientales, altura de 86 msnm, temperatura de 32°C y humedad relativa de 82%.

Materiales

Se utilizó el fruto del árbol piñon de oreja (Enterlobium cyclocarpum) y piel de conejo raza Nueva Zelanda (Oryc-
tolagus cuniculus) como fuente de taninos vegetales y piel utilizada en el proceso de curtido, respectivamente. 
Cloruro férrico y carbonato de sodio grado analítico y superior fueron obtenidos de Merck. Se utilizó etanol, 
metanol, acetona grado reactivo como solventes de extracción de taninos vegetales. Se utilizó estándar de áci-
do tánico para la cuantificación de taninos. Para el proceso de curtición se utilizó ácido sulfúrico al 98%, ácido 
fórmico, formaldehído, sulfato de aluminio, bisulfito de sodio y bicarbonato de sodio; todos en grado reactivo o 
superior. Toda el agua utilizada fue ultrapura con una resistividad de 18 MΩ.

Pretratamiento

Se eligieron los frutos que se encontraron enteros, libre de defectos y de hongos visibles por la humedad y se 
realizó un lavado con agua destilada. Los frutos obtenidos y seleccionados se secaron en un horno a 103°C du-
rante 24 horas hasta lograr un peso constante y una humedad del 10,43%. Luego, se realizó una molienda en un 
molino artesanal, debido a la dureza de la semilla, obteniendo una harina con un tamaño de partículas de apro-
ximadamente 2 mm utilizando un tamiz de 10 mesh.

Extracción de taninos vegetales

Para la extracción de taninos vegetales presentes en la harina del fruto de piñón de oreja, se empleó la meto-
dología descrita por algunos autores con algunas modificaciones [6,8,10,18–20]. Brevemente, se pesaron 30 g 
de la muestra y se disolvieron en 150 mL de solución extractora (etanol, metanol y acetona, todos en solución 
acuosa al 70%), se dejó la solución en agitación constante durante 15 min a 60°C, y luego se dejó en reposo. Las 
soluciones se dejaron en reposo y en ausencia de luz durante de 4 días. Posterior a esto, se filtró al vacío con 
papel Whatman N°40. Por último, las soluciones se rotovaporaron para retirar todo el solvente posible y los 
extractos concentrados resultantes se almacenaron a 4°C.

Análisis cualitativo de taninos vegetales

Para determinar la presencia de taninos en los extractos obtenidos del fruto del piñón de oreja y determinar 
el tipo de taninos presentes, se adicionaron 2 gotas de solución de cloruro férrico al 5% en 1 mL de la muestra 
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extraída y se dejó reposar por 5 min. Luego, se aplicaron gotas de las muestras extraídas sobre un algodón y se 
tomó la imagen para ser analizada por ImageJ ® [21].

Análisis cuantitativo de taninos vegetales

Los taninos presentes en los extractos obtenidos se cuantificaron siguiendo el procedimiento descrito por va-
rios autores [8,10,13,18]. En resumen, se diluyeron los extractos 1:10 y se realizó la lectura directa de la absor-
bancia a 280 nm, usando agua destilada como blanco. Se construyó una curva de calibración usando ácido tánico 
como estándar. Finalmente, se determinó el contenido de taninos totales relacionando con la curva de calibra-
ción obtenida y se expresó como mg equivalentes de ácido tánico por g de muestra (mg TAE/mL de extracto).

Análisis estadístico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como medias ± desviaciones están-
dar. Se aplicó análisis ANOVA y prueba de Tukey para la determinación de la significancia de los resultados. El 
análisis estadístico se realizó con el software TIBCO Statistica 13.5 Desktop Versión 1.35.

Proceso de curtición

Para preparar la piel a la curtición, se sumergieron las pieles en 3 L de solución de NaCl 2% para disolver algunas 
proteínas globurales y evitar el posterior hinchamiento. Luego, se enjuagaron con agua y se eliminó manual-
mente la grasa. Seguidamente, se agregaron las pieles en 3 L de agua y se adicionó 1 mL de H

2
SO

4
 al 10% (p/V) y 

se dejó durante 60 minutos para romper las fibras de colágeno y se adicionaron 10 mL de formaldehído al 13% 
(p/V) para fijar el pelo en la piel. Pasado el tiempo, las pieles se enjuagaron con abundante agua para eliminar el 
ácido y el formaldehído, y se eliminó la epidermis de la piel [15,16].

Para el curtido, las pieles se sumergieron en 3 L de solución de tanino (20 mL de extracto de tanino en 1 L de 
agua) durante 3 días, agitándose dos veces al día para una mayor fijación del tanino en la piel. La piel curtida es 
sometida a un baño de aceite de ricino con una solución de detergente neutro al 10% en agua tibia. El nutrido se 
hace masajeando la mezcla del aceite por el lado de la flor y del descarne hasta que sea absorbida totalmente. 
Por último, las pieles curtidas se dejan bajo la sombra para eliminar la humedad de la piel y dejar que el curtiente 
fije más en las fibras del colágeno.

Pruebas físicas

Se determinó la resistencia a la tracción, porcentaje de elongación y la resistencia al desgarre con un dinamó-
metro, donde se registró la fuerza máxima alcanzada hasta su rotura. Para la determinación de la distensión y 
resistencia de la capa de la flor en el ensayo de estallido con esfera se utilizó un rotómetro. Estos parámetros se 
utilizan para evaluar la capacidad del cuero para aguantar las tensiones multidireccionales a que se encuentra 
sometido en sus usos prácticos [7,16].

RESULTADOS

Análisis cualitativo de taninos

Se determinó la presencia de taninos en los extractos obtenidos a partir del fruto de piñón de oreja, donde se 
observó que las tres soluciones empleadas son ideales para la extracción de taninos, dando una coloración ca-
racterística de la presencia de éstos. También, se realizaron estas pruebas cualitativas a través de todo el proce-
dimiento de extracción para descartar errores metodológicos. Los extractos de estudio indicaron la reacción de 
color verde oscuro que sugiere la presencia de taninos condensados, así como lo indica Sánchez-García et al. [22].
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Por medio de los extractos colorados, se obtuvo un histograma de color que sirve para identificar problemas en 
la exposición, el contraste o el rango dinámico de ésta. Cuando los valores de intensidad se acumulan en el extre-
mo izquierdo del histograma, estamos ante una imagen infraexpuesta, mientras que si se acumulan en la parte 
derecha estamos ante una imagen sobreexpuesta [21]. Con referencia a lo anterior, en la figura 1 se observa que 
la solución de etanol tiene un amplio rango dinámico en comparación con la acetona y el metanol, quienes de-

Figura 1. Histograma de color de los extractos obtenidos con las tres soluciones utilizadas.

Cuadro 1. Cuantificación de ácido tánico en extractos del fruto de piñón de oreja utilizando varios solventes de extracción.

Solvente Concentración de taninos, g TAE/ L de extracto Rendimiento de extracción, %

Etanol 1,42 ± 0,05a 78

Acetona 1,49 ± 0,07a 80

Metanol 1,32 ± 0,01b 71

a,b Cada letra corresponde a datos que no poseen diferencias significativas.

Se determinó el contenido de taninos totales en los extractos concentrados obtenidos del fruto de piñón de 
oreja utilizando los tres solventes (todos los solventes utilizados para la extracción de taninos están en solución 
acuosa al 70%). Los resultados se pueden observar en el cuadro 1.

Los resultados de cuantificación de compuestos fenólicos expresados en ácido tánico permiten observar que la mayor 
concentración lo arrojó la acetona al 70% con 1,49 g TAE/L y seguido por el etanol con 1,42 g TAE/L. El metanol dio un 
valor bajo con un 1,322 g TAE/L, demostrando que las soluciones de acetona y de etanol extraen una gran variedad de 
compuestos fenólicos que son más solubles en estas mezclas y poseen mayores valores de rendimiento de extracción.

notan errores al estar sus valores acumulados en la parte izquierda y derecha, respectivamente, lo que permite 
que el etanol posea una mayor capacidad para extraer los taninos de la matriz vegetal.

Según diversos autores, el rango de temperatura ideal durante el método de extracción debe ser entre 50 y 
60°C puesto que a temperaturas mayores, los taninos tienden a degradarse [5,6,10]. Debido a esto, la tempera-
tura ideal durante el proceso de extracción fue de 60°C para garantizar un mayor rendimiento de extracción en 
el proceso y evitar la degradación de los compuestos que son de importancia para la investigación.

Cuantificación de taninos
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Hay pocos estudios sobre la cuantificación de taninos en estas matrices y similares, uno de ellos es el trabajo de 
Aguilar-López et al. [10] donde el rendimiento de extracción de taninos fue menor del 10% debido a las condicio-
nes agresivas de extracción, como altas temperaturas y largos tiempos de extracción. Otros autores utilizaron 
etanol como solución para extracción de taninos, obteniendo rendimientos menores que 30%. 

En los resultados expresados, no hay diferencias significativas entre la concentración de taninos en el extracto utili-
zando acetona y etanol. Para la elección del solvente, se tuvo en cuenta el aspecto económico, así como la reactividad 
con el medio, facilidad de manejo, entre otros. Como consecuencia a esto, se eligió los extractos con etanol al 70% 
para los procesos de curtición teniendo en cuenta las características señaladas, también por ser un reactivo GRAS.

Determinación de la resistencia a la tracción y porcentaje de elongación

Se determinaron los valores de resistencia a la tracción y el porcentaje de elongación a las pieles de conejo 
curtidas con extractos líquidos de taninos vegetales y se registraron en el cuadro 2. Según los resultados de 

Cuadro 2. Resultados de resistencia a la tracción y porcentaje de elongación.

Sentido del corte Tracción, MPa Elongación a carga determinada de 50 N, % Elongación a la rotura, %
Paralelo 20,2 ± 5,1 0,9 ± 0,1 4,8 ± 2,6

Perpendicular 25,1 ± 5,1 1,4 ± 0,2 4,3 ± 1,6

Cuadro 3. Resultados de determinación de la resistencia al desgarre.

Sentido del corte Espesor, mm Desgarre, N

Paralelo 0,67 5,8 ± 3,3

Perpendicular 0,65 22,5 ± 3,3

resistencia a la tracción, se afirma que las pieles de conejo curtidas con el extracto de taninos del fruto piñón 
de oreja, cumplen con la norma técnica internacional de resistencia a la tensión (ISO 3376:2011), cuyo valor 
mínimo permisible es de 150 kf/cm2 (20,2 MPa), para considerarse cueros de buena calidad. Por su parte, el por-
centaje de elongación reporta un 4,8% a una carga de 50 N según lo establecido por la norma.

Sin embargo, estos resultados expresan que las pieles curtidas con los extractos de taninos vegetales no son 
adecuadas para usar en marroquinería y calzado según la elasticidad que debe tener un cuero. Por lo tanto, no 
cumplen con los valores de calidad de la norma técnica internacional (ISO 3376:2011); que manifiesta, como 
parámetro de calidad, valores entre 40 y 80%.

Valores de elongación por debajo del intervalo indican un cuero con muy poca grasa tornándose firme y quebra-
dizo, que dificulta su manipulación al momento de la confección. Esto puede indicar que el manejo final de este 
tipo de cuero puede decantarse a un manejo suave, como a la marroquinería artesanal.

Determinación de la resistencia al desgarre

En el cuadro 3 se presentan los resultados de la resistencia al desgarre de los cueros de piel de conejo curtidos 
con los extractos de taninos del fruto piñón de oreja. Estos resultados se expresaron en dos sentidos: longi-

tudinal (paralelo al espinazo) y transversal (perpendicular al espinazo) del cuero de conejo curtido con tanino 
vegetal para un promedio de 14,1 N. En la norma técnica (NTP ISO 3377:1 2002) menciona que la resistencia al 
desgarro debe ser mínimo de 30 N, por lo tanto, el cuero de conejo curtido con extractos de tanino vegetal no 
cumple con los requerimientos mínimos de la norma estipulada.
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Sin embargo, los valores de resistencia al desgarre indican que el cuero obtenido puede utilizarse para artículos 
de marroquinería simple y decoración, debido a que no requieren altas tensiones o resistencias a condiciones 
climáticas adversas. 

Determinación de la distensión y resistencia de la capa de la flor

Cuadro 4. Resultados de determinación de distención.

Lámina
Inicial Final

Rotura, daN Distención, mm Rotura total, daN Distención, mm

1 15,6 5,9 20,3 7,9

2 19,5 5,8 23,8 8,7

3 21,6 4,6 31,3 6,3

Promedio 18,9 5,4 25,1 7,6

En el cuadro 4 se presentan los resultados de la distención y resistencia de la capa de flor de los cueros de piel 
de conejo curtidos con los extractos de taninos del fruto piñón de oreja, donde se reportó como resultado para 
este análisis de distensión un promedio de 7,63 mm.

Comparando los resultados de la presente investigación con las exigencias de calidad para el cuero con la norma 
técnica internacional (ISO 3377-2:2016) infiere como mínimo permisible 7,5 mm para considerarse como cue-
ros muy resistentes a la fricción. Se observó que, según los resultados expuestos, las láminas de cuero de conejo 
curtidas con taninos vegetales cumplen con esta exigencia.

Estos argumentos pueden reforzar la opción de utilización de estos cueros para la industria de marroquinería, 
donde no se implementan altas tensiones al desgarre, pero puede mantener propiedades como textura y rigidez 
adecuada en estos productos.

En las pruebas con resultados no favorables hubo fallas en el proceso del aceitado, debido a que en esta fase 
se le otorga propiedad de resistencia al desgarre. Esto puede verse afectado en el producto final que se quiere 
obtener con este tipo de cuero, que puede decantarse a una utilización de marroquinería o al mejorar el proceso 
de aceitado, puede utilizarse en calzado y talabartería.

Temperatura de contracción del cuero

Se determinó el valor de temperatura de contracción del cuero de piel de conejo curtida con extractos de tanino 
vegetal del piñón de oreja. El valor promedio reportado de esta característica es de 101°C, según lo cual las 
pieles soportan temperaturas mayores de contracción regresando fácilmente a su estado inicial. Los resultados 
de temperatura de contracción en la presente investigación superaron a los estudios realizados por Hidalgo-Al-
meida y Siguencia-Yupa [23,24]. Ellos indican que la ISO 3380:2015 establece como mínimo permisible los 75ºC, 
que debería soportar antes de producirse una contracción total y que pueda revertirse a su estado normal sin 
pérdida de superficie. En efecto, el producto curtiente ha ingresado en el tejido interfibrilar para soportar la 
temperatura a la cual se produce un encogimiento perceptible.

CONCLUSIONES

Se logró la extracción de los taninos vegetales del piñón de oreja (Enterlobium cyclocarpum) con resultados cua-
litativos que reportaron la presencia de taninos condensados en los extractos. Para las extracciones realizadas 
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con los diferentes solventes y la cuantificación de taninos, la acetona y el etanol otorgan los mayores resultados. 
Se eligió el extracto de etanol para la curtición de las pieles, debido a la economía, a la compatibilidad con los 
principios de química verde y facilidad de manejo.

Se determinaron los parámetros físico-mecánicos para la piel de conejo raza Nueva Zelanda (Oryctolagus cunicu-
lus) curtida con extractos etanólicos de taninos vegetales provenientes del fruto de piñón de oreja. Estos resul-
tados definen el estado del cuero obteniéndose tres parámetros favorables (resistencia a la tracción, determi-
nación de la distensión y temperatura de encogimiento) y dos no tan favorables (determinación del porcentaje 
de elongación y resistencia al desgarre) de acuerdo con las normas internacionales señaladas. 
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RESUMEN

Prochilodus mariae es una especie endémica del río Orinoco, de gran importan-
cia ecológica, cultural y económica, cuyo protocolo de crioconservación semi-
nal aún no ha sido establecido. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto 
del uso y la exclusión de la yema de huevo en el diluyente de crioconservación, 
sobre la calidad seminal de P. mariae. Para ello, el semen fresco de cinco machos 
sanos y sexualmente maduros fue diluido (1:6), empacado en pajillas (0,5 mL), 
congelado y almacenado en nitrógeno líquido. Se emplearon dos tratamientos: 
diluyente con yema de huevo (YH) y sin yema de huevo (SYH). Se evaluó motili-
dad, duración de la motilidad, morfología, integridad de membrana plasmática 
y fertilidad del semen descongelado, usando como control semen fresco. Los 
datos fueron tratados con estadística descriptiva y paramétrica, con un nivel 
de confianza del 95%. Los resultados demostraron que la exclusión de la yema 
de huevo mejoró significativamente la motilidad y la duración de la motilidad, 
aunque no presentó una influencia estadísticamente significativa sobre la in-
tegridad de membrana plasmática, la anormalidad morfológica y la fertilidad. 
La adición de la yema de huevo al diluyente de crioconservación no presentó el 
efecto crioprotector esperado, siendo necesario evaluar diferentes concentra-
ciones e interacciones con otros componentes del diluyente.

ABSTRACT

Prochilodus mariae is an endemic species from Orinoco River, of great eco-
logical, cultural and economic importance, whose seminal cryopreservation 
protocol has not yet been established. The aim of this work was to evaluate 
the effect of use and exclusion of egg yolk in the cryopreservation diluent, on 
the seminal quality of P. mariae. Thus, fresh semen of five healthy and sexually 
mature males was diluted (1:6), packed in 0,5 mL straws, frozen and stored 
in liquid nitrogen. Two treatments were used: diluent with egg yolk (YH) and 
diluent without egg yolk (SYH). Motility, motility duration, morphology, plas-
ma membrane integrity and fertility of thawed semen were evaluated, using 
fresh semen as control. The data were treated with descriptive and parametric 
statistics, with a confidence level of 95%. The results showed that exclusion of 
egg yolk significantly improved motility and motility duration, although it did 
not have a statistically significant influence on plasma membrane integrity, 
morphological abnormality and fertility. The addition of the egg yolk to the cr-
yopreservation diluent did not present the expected cryoprotective effect. It’s 
necessary to evaluate different concentrations of egg yolk and its interactions 
with other components of the diluent.
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RESUMO

Prochilodus mariae é uma espécie endêmica do rio Orinoco, de grande importância ecológica, cultural e econômica, cujo 
protocolo de criopreservação seminal ainda não foi estabelecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso e 
exclusão da gema de ovo no diluente de criopreservação, na qualidade seminal de P. mariae. Para isso, o sêmen fresco 
de cinco machos saudáveis   e sexualmente maduros foi diluído (1:6), acondicionado em palhinhas (0,5 mL), congelado 
e armazenado em nitrogênio líquido. Foram utilizados dois tratamentos: diluente com gema de ovo (YH) e diluente sem 
gema de ovo (SYH). Avaliou-se motilidade, duração da motilidade, morfologia, integridade da membrana plasmática e 
fertilidade do sêmen descongelado, utilizando sêmen fresco como controle. Os dados foram tratados com estatística 
descritiva e paramétrica, com nível de confiança de 95%. Os resultados mostraram que a exclusão da gema de ovo me-
lhorou significativamente a motilidade e a duração da motilidade, embora não tenha tido influência estatisticamente 
significativa na integridade da membrana plasmática, anormalidade morfológica e fertilidade. A adição da gema de ovo 
ao diluente de criopreservação não apresentou o efeito crioprotetor esperado. E necessário avaliar diferentes concentra-
ções gema de ovo e suas interações com outros componentes do diluente.

INTRODUCCIÓN 

Pese a ocupar menos del 1% de la superficie terrestre, los peces de agua dulce proveen cerca del 10% de la 
biodiversidad de especies descritas y representan alrededor de una cuarta parte de los vertebrados del mundo 
[1, 2]. Sin embargo, los peces son más sensibles que los organismos terrestres a los cambios en el hábitat [3]. Se 
estima que las tasas de extinción de los peces dulceacuícolas son entre 112 a 855 veces más altas que las tasas 
de extinción natural [4]. Tan solo en Colombia, la segunda nación sudamericana más biodiversa en peces de agua 
dulce, con 1500 especies registradas, se reportan 81 especies con algún grado de riesgo de extinción [5, 6].

La acuicultura en Colombia, es una actividad económica que ha ido en ascenso en los últimos años, dada su 
mayor rentabilidad en contraste con las actividades agropecuarias tradicionales, y la disminución significativa 
de la pesca de captura a causa de la sobreexplotación. El sector acuicultura está dominado en gran medida por 
la piscicultura de agua dulce interior; para el año 2017 se reportaron cerca de 120.000 toneladas de productos 
pesqueros, siendo el departamento del Huila el principal productor, con un aporte de 46% de la producción, 
seguido del departamento del Meta, con un aporte del 13% [7–9].

Prochilodus mariae Eigenmann 1922 (Characiformes: Prochilodontidae), también conocido como bocachico lla-
nero o coporo, es una de las 13 especies del género Prochilodus. Es un pez migratorio y endémico de la cuenca 
del río Orinoco, de gran importancia ecológica, cultural y económica. Es una de las especies de la cuenca del 
Orinoco más explotada por las pesquerías de Colombia y Venezuela [10, 11]. Su explotación se limita a la pesca 
de captura, debido a que su cultivo comercial presenta bajo desempeño productivo en cuanto a la relación de la 
contribución de la dieta y la ganancia de peso [12]. Aunque el bocachico llanero ha sido explotado por más de 50 
años, aún no se encuentra categorizado dentro de las especies en riesgo de extinción [6, 13]. 

Para preservar la diversidad e integridad genética del bocachico llanero, existen herramientas biotecnológicas 
como la crioconservación, que consiste en el almacenamiento de células viables a bajas temperaturas y largo 
término. El tipo de célula más crioconservada son los espermatozoides, ya que al ser relativamente más re-
sistentes a la congelación y ocupar menos espacio, facilitan tanto su manipulación in vitro como su transporte 
desde y hacia las fincas, permitiendo el suministro constante de gametos masculinos durante cualquier época 
del año [14–16] Junto con las tecnologías reproductivas, la crioconservación juega también un papel clave en los 
programas de mejora genética e investigación científica [17], constituyendo una alternativa viable para afrontar 
el bajo desempeño productivo del bocachico llanero, que ha limitado su cultivo comercial [12], aunque es sabido 
que, este tipo de estrategias en peces neotropicales todavía es incipiente [17].
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Infortunadamente, la crioconservación induce daños celulares mediante diferentes mecanismos, tales como la 
formación de cristales de hielo, el estrés osmótico, el estrés oxidativo, entre otros, los cuales repercuten en la 
fertilidad seminal [18]. En consecuencia, se han incorporado crioprotectores tanto internos como externos al 
diluyente de crioconservación, con el fin de incurrir en el menor daño crioinducido y promover la supervivencia 
celular [19]. Los crioprotectores internos, es decir, los que penetran a la célula, son los más efectivos, aunque se 
ha reportado que pueden llegar a ser tóxicos [20]. Por su parte, los crioprotectores externos (crioprotectores 
no penetrantes) son inocuos y juegan un rol importante como estabilizadores de membrana [21]. La yema de 
huevo es un crioprotector externo ampliamente empleado, ya que tiene en su composición lipoproteínas de baja 
densidad (LDL) que se adhieren a la membrana celular y la protegen del daño mecánico a causa de la formación 
de cristales de hielo en el exterior [22]. 

Para garantizar la máxima protección celular contra el daño criogénico, debe existir un protocolo de crioconser-
vación seminal para cada especie en particular, ya que las características espermáticas difieren entre especies 
y, por ende, el efecto de cada uno de los parámetros de operación del protocolo sobre la calidad seminal es 
variable [15]. Sin embargo, existe limitado conocimiento con respecto a los protocolos de crioconservación en 
especies del género Prochilodus [19]. En este contexto, el objetivo del trabajo es evaluar el efecto del uso y la 
exclusión de la yema de huevo del diluyente de crioconservación, sobre la calidad seminal de Prochilodus mariae. 

MÉTODO

Todos los procedimientos fueron realizados de conformidad con las normas y procedimientos para el uso de 
animales de laboratorio, descritas por el Comité on Care and Use of Laboratory Animal Resources – National 
Research Counsil, USA (1996).

Área de estudio

Los experimentos fueron realizados durante el periodo comprendido entre abril y junio de 2019, en el Laboratorio de 
Reproducción y Crioconservación del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, localizado en la ciudad 
de Villavicencio (Meta, Colombia) en las coordenadas geográficas 4°04’24.5”N 73°34’55.3”W, a una altitud de 418 
msnm, temperatura ambiental media de 27°C, humedad relativa del 75% y precipitación pluvial de 4050 mm/año.

Material biológico

Se utilizaron reproductores adultos (machos y hembras) de Prochilodus mariae con peso corporal de 0,45 ± 0,02 
kg y 0,92 ± 0,11 kg, y longitud total de 32,5 ± 0,85 cm y 38,5 ± 1,75 cm, respectivamente. Los peces fueron na-
cidos y criados en cautiverio en la Estación Piscícola de la Universidad de los Llanos, alimentados una vez al día, 
cinco veces por semana, a razón del 3% del peso vivo con pellets extruídos (24-45% de proteína bruta, depen-
diendo de la etapa de desarrollo). 

La selección de los ejemplares se hizo con base en su madurez sexual y desarrollo corporal. La madurez sexual de 
los machos fue determinada por la presencia de semen en la papila urogenital después de realizar presión sobre 
el abdomen, mientras que en las hembras se determinó por biopsia ovárica y evaluación del estado de desarrollo 
de los ovocitos en estereoscopio Nikon SMZ800 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) [23]. Se seleccionaron las 
hembras con diámetros de ovocitos uniformes, mayor proporción de ovocitos con vesícula germinal migrando y 
mayor número de ovocitos viables [24, 25]. Los ovocitos viables se definieron como traslúcidos, perfectamente 
esféricos y sin espacio vitelino [26]. 

Los animales seleccionados fueron transferidos a una pileta circular de 7000 L, con recambio de agua, aireación 
permanente y sin alimentación. Inmediatamente, fueron caracterizados (peso, longitud estándar y longitud to-
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tal) e identificados con esferas de colores adheridas a la aleta dorsal. Se mantuvieron allí durante el período de 
inducción hormonal hasta la espermiación y desove (aproximadamente 32 h). 

Inducción hormonal

La maduración final de las gónadas se provocó mediante administración intramuscular de Extracto de Pituita-
ria de Carpa (Cyprinus carpio) - EPC (Argent Aquaculture, Redmond, WA, USA) en la base de la aleta dorsal. La 
ovulación fue inducida con una dosis total de 5,5 mg/kg de peso corporal, distribuida en dos aplicaciones con 
intervalo de 12 horas (0,5 mg/kg y 5,0 mg/kg de peso corporal). La espermiación fue inducida con una única dosis 
de 4 mg/kg de peso corporal, aplicada simultáneamente con la primera dosis de inducción de las hembras [27].

Obtención de gametos

Los ejemplares fueron anestesiados por inmersión en 2-Fenoxi-etanol (366 ppm; FLUKA, Sigma-Aldrich Co., St. 
Louis, MO, USA) hasta la pérdida del eje de nado. Posteriormente, se removieron de la solución anestésica, se 
secó cuidadosamente la papila urogenital y se extrajeron los gametos mediante masaje abdominal en sentido 
cráneo-caudal. Los ovocitos fueron colectados en recipientes de plástico limpios y secos, mientras que el semen 
fue colectado en tubos de ensayo graduados y estériles. Para determinar la cantidad de material obtenido, el 
peso (kg) del desove se calculó en balanza digital Traveler TA501 (Ohaus Co., Pine Brook, NJ, USA) y el volumen 
(mL) de esperma se midió directamente en el tubo de ensayo. Las muestras contaminadas con heces, sangre u 
orina fueron descartadas [28, 29]. La eyaculación y el desove fueron realizados aproximadamente 7-8 h después 
de la última dosis hormonal en la hembra.

Crioconservación

Los diluyentes fueron preparados usando cloruro de sodio (NaCl 0,9% p/v) como solución base. El diluyente sin 
yema de huevo (SYH) se preparó con 6% p/v de glucosa (C

6
H

12
O

6
; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 10% v/v 

de metanol (CH
3
OH; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). El diluyente con yema de huevo (YH) tuvo la misma 

concentración de glucosa y metanol que SYH, pero incluyó adicionalmente 12% v/v de yema de huevo, sin mem-
brana vitelina. Los componentes se adicionaron en el mismo orden de mención [30].

El semen fresco fue sometido a un análisis de calidad seminal y posteriormente, fue diluido en proporción 1:6 
con cada diluyente y empacado en pajillas francesas de 0,5 mL (Instrument de Médecine Vétérinaire, Minne-
apolis, MN, USA). Luego de esto, las pajillas fueron congeladas en vapores de nitrógeno (Dry Shipper CX100; 
Taylor-Wharton, Theodore, AL, USA) a -70ºC durante 30 min y almacenadas en nitrógeno líquido a -196ºC 
(Deward 35 HC; Taylor-Wharton, Theodore, AL, USA) durante siete días [23, 27, 29].

Para la evaluación de la calidad seminal post-crioconservación, las pajillas fueron descongeladas en baño maría 
a 37ºC durante 60 segundos (CITO products Inc., Watertown, WIS, USA). El semen descongelado fue vertido en 
tubos de ensayo graduados y estériles.

Evaluación de la calidad seminal

La calidad seminal se evaluó tanto en semen fresco como en semen descongelado.

Análisis cualitativo. Se registró el volumen del semen fresco obtenido y se observó la coloración para descartar 
una posible contaminación con heces, sangre u orina. El color ideal del semen es blanco puro o marfil [23].

Motilidad espermática. Se estimó subjetivamente mediante observación en microscopio convencional Axiostar 
(Carl Zeiss LLC, Thornwood, NY, USA) con un aumento de 100X, previa dilución 1:20 en solución activadora, así: 
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agua destilada para semen fresco y bicarbonato de sodio 1% (NaHC0
3
, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) para 

semen descongelado. La motilidad se expresó como porcentaje de espermatozoides móviles en la muestra. Las 
muestras de semen fresco con movilidades inferiores al 80% no fueron procesadas [23, 29].

Duración de la motilidad. Se midió con un cronómetro digital, contabilizando el tiempo transcurrido en segun-
dos, desde la activación de los espermatozoides hasta que aproximadamente el 90% de los espermatozoides 
dejó de moverse.

Integridad de membrana plasmática. Fue evaluada por el método de tinción con eosina 1,1% (C.I. 45400; Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) – nigrosina 5,3% (C.I. 50420, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) – citrato de 
sodio 2,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [31]. Se realizó un extendido en lámina portaobjeto (Microscope 
slides, Ground edges) utilizando 5 μL de semen y 45 μL del colorante. Luego, se analizó por microscopía óptica 
100X (Primo Star, Carl Zeiss LLC, Göttingen, Germany). La integridad de membrana plasmática se expresó como 
porcentaje de células viables (vivas), las cuales se identificaron por permanecer incoloras. Las células teñidas 
correspondieron a células con integridad de membrana comprometida [32]. 

Concentración espermática. Fue determinada por microscopía óptica 100X (Primo Star, Carl Zeiss LLC, Göttingen, 
Germany) mediante recuento en cámara de Neubauer mejorada (0,1 mm de profundidad; Paul Marienfeld GmbH 
& Co, Lauda-Königshofen, Germany), previa dilución 1:20 en solución fijadora formol – citrato (4% v/v CH

2
O 37% y 

2,9% p/v Na
3
C

6
H

5
O

7
; Merck KGaA, Darmstadt, Germany). La concentración se expresó como millones de esperma-

tozoides por microlitro (spz/μL) [23, 33]. 

Morfología. Se analizó mediante tinción con rosa de bengala 3% (Alfa Aesar, Tewksbury, MA, USA). Para ello, el 
semen fue fijado 1:1000 en solución formol – citrato (4% v/v CH

2
O 37% y 2,9% p/v Na

3
C

6
H

5
O

7
; Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) y almacenado en refrigeración a 4ºC hasta su uso [31]. Previo al análisis, las muestras de 
semen fijado fueron homogenizadas mediante Vortex (Fisher Scientific™ Digital Vortex Mixer, EEUU). Posterior-
mente, se colocaron 15 μL de la mezcla homogenizada sobre una lámina portaobjeto, se agregaron 0,5 μL de Rosa 
de Bengala 3%, se homogenizó y se realizó un frotis delgado. Se analizó la morfología de los espermatozoides por 
microscopía óptica 100X (Primo Star, Carl Zeiss LLC, Göttingen, Germany). Se evaluaron las anormalidades se-
cundarias descritas por Miliorini et al. [34]. Los resultados se expresaron como porcentaje de células anormales.

Fertilidad. Se seminaron 2,0 g de desove de una única hembra con 400 μL de semen descongelado para cada uno 
de los tratamientos y 100 μL de semen fresco para el control (semen de un único ejemplar sano y sexualmente 
maduro). Los espermatozoides fueron activados con la adición de 5 mL de bicarbonato de sodio 1% y agua, para 
los tratamientos y el control, respectivamente. Se removió la mezcla durante un minuto. Posteriormente, se lavó 
con abundante agua y se incubó conforme a lo descrito por Velasco-Santamaría et al. [30]. Durante la incuba-
ción, se monitorearon los parámetros físicoquímicos del agua por medio de una sonda multiparamétrica (HACH 
HQ40D, Loveland, CO, USA). Luego de cinco horas de incubación, se tomaron muestras de ovocitos de cada uno 
de los tratamientos. La fertilidad se estableció como el porcentaje de ovocitos embrionados [29]. Los ovocitos 
embrionados se identificaron por ser esféricos y traslúcidos, en contraste con los no fertilizados, que presentan 
coloración blanquecina y opaca [26]. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

Diseño experimental

Se aplicó un Diseño Completamente al Azar (DCA). Se evaluaron dos tratamientos experimentales y un control 
(semen fresco), con cinco réplicas cada uno, donde cada macho fue considerado como una réplica. El factor de 
estudio fue el diluyente de crioconservación, con dos niveles: yema de huevo (YH), sin yema de huevo (SYH). Las 
variables de respuesta analizadas fueron los parámetros de calidad post-congelación: motilidad (%), duración de 
la motilidad (s), integridad de membrana plasmática (%), anormalidad (%) y fertilidad (%). Los valores obtenidos 
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en semen fresco fueron usados como control, a excepción de la prueba de fertilidad (%F), para la cual se empleó 
el semen de otro ejemplar sano y sexualmente maduro. 

Análisis estadístico

Los datos obtenidos fueron organizados y procesados mediante estadística descriptiva, y expresados como media ± 
error estándar (SEM, por sus siglas en inglés). El efecto de los tratamientos en la calidad seminal se determinó me-
diante análisis de varianza de una vía (ANOVA), con un nivel de confianza del 95%, luego de validación de los su-
puestos de la estadística paramétrica: homocedasticidad (prueba de Bartlett) y normalidad de los datos (prueba de 
Shapiro-Wilk). Datos que no cumplieron con los supuestos, se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Krus-
kal-Wallis. Se empleó el software estadístico GraphPad Prism 8 XML para Windows (https://www.graphpad.com/)

RESULTADOS 

Caracterización de semen fresco

Se obtuvo, en promedio, 1,1 ± 0,24 mL de semen por macho (n=5). El semen colectado presentó una coloración 
blanca y una concentración promedio de 26,179 ± 2,773 spzx106/μL, (spz = espermatozoides). 

Caracterización de ovocitos

De la hembra seleccionada se obtuvieron 130 g de desove con una concentración de 2177 ovocitos/g y diámetro ovo-
citario promedio de 944,4 ± 15,95 μm (n= 30). La muestra aleatoria (n= 50) de ovocitos presentó el 52% con núcleos 
migrando (maduros), el 28% centrales (inmaduros), el 2% periféricos (sobremaduros) y el 18% atrésicos (inviables).

Caracterización del agua de incubación

El agua de incubación presentó las siguientes características fisicoquímicas: pH de 6,5 ± 0,007; temperatura de 
25,5 ± 0,124ºC; saturación de oxígeno del 85,8 ± 0,709%; oxígeno disuelto de 6,7 ± 0,032 mg O

2
/L; y conducti-

vidad de 70,1 ± 9,265 μS/cm.

Calidad seminal

La figura 1 muestra el efecto de los tratamientos YH y SYH sobre los parámetros de calidad seminal post-conge-
lación en P. mariae, usando semen fresco como control.

Se evidencia que la crioconservación per se, influye negativa y significativamente sobre la motilidad, la integri-
dad de membrana plasmática y la normalidad espermática, siendo ésta última la más notoria. Los tratamientos 
sin yema de huevo (SYH) y yema de huevo (YH) presentaron diferencias estadísticamente significativas entre 
sí, en cuanto a su efecto sobre la motilidad y la duración de la motilidad (Figuras 1-A y 1-B). Con el tratamiento 
SYH se obtuvieron los mayores valores promedio de motilidad (32 ± 3,7%) y duración de la motilidad (56 ± 2,3 
s), en contraste con el tratamiento YH, que permitió tan sólo el 11 ± 2,4% de motilidad con una duración de 43 
± 2,5 segundos. En cuanto a la morfología, pese a no haber diferencias estadísticamente significativas entre 
tratamientos, el porcentaje medio de anormalidades disminuyó al omitirse la yema de huevo del diluyente de 
crioconservación, pasando del 80 ± 2,7% en YH al 72 ± 6,0% en SYH (Figura 1-D). En cuanto a la integridad de 
membrana plasmática tampoco hubo diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos, aunque 
con la incorporación de la yema de huevo aumentó del 72 ± 3,4% en SYH al 80 ± 2,7% en YH (Figura 1-C). La 
integridad de membrana plasmática fue la única variable que mejoró con el tratamiento YH.
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La figura 2 muestra el efecto de los tratamientos YH y SYH sobre la fertilidad seminal post-congelación en P. 
mariae, empleando como control el semen fresco de otro macho sano y sexualmente maduro. Se evidencia que la 
omisión de la yema de huevo (12% v/v) en el diluyente de crioconservación, no influyó significativamente sobre 
la fertilidad post-congelación de P. mariae, ya que no hubo diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos. Sin embargo, los valores de fertilidad aumentaron de 13,6 ± 5,7% en el tratamiento YH al 29,5 ± 
4,5% en el tratamiento SYH (Figura 2).

En este orden de ideas, la adición 12% de yema de huevo al diluyente de crioconservación no mejoró la calidad 
seminal de P. marie; por el contrario, limitó la motilidad y la duración de la motilidad. Se esperaba que la incor-
poración de yema de huevo al diluyente de crioconservación mejorara la calidad seminal post-congelación de 
P. mariae, ya que está reportado que la yema de huevo se compone de sustancias con actividad crioprotectora 
demostrada, tales como los fosfolípidos y las lipoproteínas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) [16, 
35]. Según Dong et al. [36], no debería existir diferencias significativas entre el efecto crioprotector de la yema 
de huevo y el efecto crioprotector de sus componentes aislados (fosfolípidos y HDL). Inclusive, según varios 
autores, la yema de huevo es por sí sola, un protector y estabilizador de membrana probado en varias especies, 
incluidos los peces [37, 38].

El efecto de la yema de huevo como crioprotector externo puede variar dependiendo del tipo de crioprotector 
interno y del extensor con que se combine. Por ende, se recomienda evaluar la interacción entre la yema de 
huevo y el resto de los componentes del diluyente de crioconservación, que podrían estar inhibiendo su acción 
crioprotectora [39]. Asimismo, se recomienda evaluar otros parámetros de operación, cuya influencia sobre la 
calidad seminal ya ha sido comprobada en otras especies [21]. 

Figura 1. Evaluación de parámetros de calidad seminal post-congelación en Prochilodus mariae, 
empleando dos diluyentes de crioconservación (YH = con yema de huevo; SYH = sin yema de huevo). 
Control = semen fresco. Parámetros = (A) Motilidad, (B) Duración de la motilidad, (C) integridad de 
membrana plasmática, (D) Anormalidad. Valores expresados como media ± SEM (n=5). Entre barras, 
letras distintas indican diferencia estadística (P<0,05).
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Figura 2. Evaluación de la fertilidad seminal post-congelación en Prochilodus 
mariae, empleando dos diluyentes de crioconservación (YH = con yema de huevo; 
SYH = sin yema de huevo). Control = semen fresco. Valores expresados como media 
± SEM (n=5). Entre barras, letras distintas indican diferencia estadística (P<0,05).

Se reportan investigaciones en las cuales la incorporación de la yema de huevo al diluyente de crioconservación, 
ha mejorado notoriamente la calidad seminal post-congelación en varias especies de peces. Algunas de las con-
centraciones de yema de huevo que permitieron el mejor rendimiento, son: 5% para salmón de río Brycon orbign-
yanus (Characiformes: Characidae) [39] y anguila europea Anguilla anguilla (Anguilliformes: Anguillidae) [40]; 7% 
para trucha arcoíris Oncorhynchus mykiss (Salmoniformes: Salmonidae) [41, 42]; 10% para bagre africano Clarias 
gariepinus (Siluriformes: Clariidae) [43], perca amarilla Perca flavescens (Perciformes: Percidae) y lucio del norte 
Esox lucius (Esociformes: Esocidae); 15% para pez gato andador Clarias batrachus (Siluriformes: Clariidae) [44] y 
carpa común Cyprinus carpio (Cypriniformes: Cyprinidae) [45]. Sin embargo, aunque la incorporación de yema 
de huevo ha optimizado la calidad seminal post-congelación en estas especies, en otros peces como el salvelino 
Salvelinus alpinus (Salmoniformes: Salmonidae) y el aspio Aspius aspius (Cypriniformes: Cyprinidae), la calidad 
seminal post-congelación ha decrecido [44]. De igual modo, en cachama negra Colossoma macropomum (Chara-
ciformes: Serrasalmidae) se encontró que es mejor para la calidad seminal post-congelación omitir la yema de 
huevo al 12% que incorporarla en el diluyente de crioconservación [31].

Además, ya existen varios protocolos de crioconservación seminal de peces, en los cuales la yema de huevo 
está contenida dentro de la formulación del diluyente de crioconservación. En el protocolo para yamú Brycon 
amazonicus (Characiformes: Characidae) se establece una concentración de yema de huevo del 12% v/v [23]; en 
el protocolo para salmón de río Brycon orbignyanus (Characiformes: Characidae) se establece una concentración 
del 5% [46]; en el protocolo para Salmonidae se establece una concentración del 6 al 8% p/v [47]; en el protocolo 
para cachama negra Colossoma macropomum (Characiformes: Serrasalmidae) se establece una concentración 
del 5% [22]; en el protocolo para mero gigante Epinephelus lanceolatus (Perciformes: Serranidae) se establece 
una concentración del 5 al 10% v/v [48]; en el protocolo para trucha arcoiris Salmo gairdneri (Salmoniformes: 
Salmonidae) se establece una concentración del 5 al 20% v/v (preferiblemente al 10%) [49]; en el protocolo para 
boga Leporinus obtusidens (Characiformes: Anostomidae) se establece una concentración del 10% [50]1836. 
Asimismo, para el proceso de vitrificación de semen de esturión Acipenser spp. (Acipenseriformes: Acipenseri-
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dae) se establece una proporción de 8 a 12 partes de yema de huevo [51]. Con base en esto, se evidencia que en 
todos los protocolos e investigaciones citadas, la concentración de yema de huevo óptima varía con respecto a 
la especie con que se esté trabajando.

En cuanto a especies del género Prochilodus, Felizardo et al. [33] crioconservaron semen de sábalo jetón Prochilo-
dus lineatus (Characiformes: Prochilodontidae) con un diluyente a base de yema de huevo al 5%, metanol al 8% y 
BTS (Beltsville Thawing Solution®) al 5% y obtuvieron motilidades post-congelación superiores al 60% con una 
duración de más de 70 s y anormalidades post-congelación inferiores al 30%. No obstante, cuando se modificó 
la composición del diluyente (8% yema de huevo, 10% metanol y 5% BTS) se evidenció un leve descenso de la 
motilidad al 50% y de la duración de la motilidad a 26 s [52]. Por su parte, Atencio et al. [53, 54] crioconserva-
ron semen de bocachico Prochilodus magdalenae (Characiformes: Prochilodontidae) con un diluyente a base de 
yema de huevo al 12%, glucosa al 5,5% y dimetil sulfóxido (DMSO) al 10%, y obtuvieron valores promedio de 
motilidad post-congelación del 76% y una fertilidad del 70%. Sin embargo, cuando sustituyeron el DMSO por 
dimetil acetamida (DMA) al 8%, los valores de motilidad se redujeron al 31% y la fertilidad al 60%. Con base en 
lo anterior, se evidencia que así se trabaje con la misma especie, el efecto de la yema de huevo sobre la calidad 
seminal post-congelación depende tanto del extensor y del crioprotector interno con que se combine.

En vista de que la concentración de yema de huevo establecida en cada protocolo de crioconservación varía 
conforme a la especie de pez con que se trabaje, y que el protocolo de crioconservación seminal para Prochilodus 
spp. todavía no ha sido estandarizado [15, 19, 55] no es aconsejable crioconservar semen de P. mariae con dilu-
yentes descritos en protocolos específicos para otras especies. Es necesario evaluar el efecto crioprotector de la 
yema de huevo a diferentes concentraciones, hasta encontrar el porcentaje óptimo para P. mariae. Las patentes 
europeas EP2043431B1 y ES2672630T3 establecen que la proporción de yema de huevo en el diluyente de 
crioconservación puede variar entre el 1 al 23% de yema de huevo, independientemente de la especie [56, 57]; 
mientras que otros investigadores recomiendan un 20%, en general [58, 59].

CONCLUSIONES

La yema de huevo no presentó el efecto crioprotector esperado, ya que los tratamientos con yema de huevo (YH) 
y sin yema de huevo (SYH) no exhibieron diferencias estadísticamente significativas entre sí en cuanto a su efecto 
sobre la integridad de membrana plasmática, la morfología y la fertilidad post-congelación en Prochilodus mariae. 
Por el contrario, al omitirse la yema de huevo se mejoró la motilidad y la duración de la motilidad post-congelación. 

Se recomienda, evaluar diferentes proporciones de yema de huevo en el diluyente de crioconservación, antes de 
optar por retirarla de la formulación. Asimismo, es recomendable evaluar la interacción de la yema de huevo con 
otros componentes del diluyente de crioconservación, así como, la influencia de otros parámetros de operación.
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RESUMEN

Los hongos del Género Ganoderma son reconocidos mundialmente por sus pro-
piedades medicinales y su mercado nacional e internacional crece continua-
mente. Con el objetivo de indagar acerca del potencial comercial de nuestra 
diversidad fúngica, se determinaron los contenidos de compuestos bio-activos, 
conocidos como Ácidos Ganodéricos (A.G.), a partir de tres fuentes del hongo. 
De los cuerpos fructíferos de dos variedades de Ganoderma sp y Ganoderma 
lucidum (silvestre y comercial). La variedad silvestre fue recolectada en el muni-
cipio de Quimbaya Quindío, la comercial, certificada, se cultivó sobre residuos 
agroindustriales de plátano y el sustrato agotado fue obtenido después de la re-
colección de la variedad comercial. Las tres muestras obtenidas por triplicado, 
fueron secadas y sometidas a extracción con fluidos supercríticos y por ultraso-
nido. La concentración de A.G. se determinó por Cromatografía Líquida (HPLC), 
por el método de normalización de áreas, usando como estándar el Acido Ga-
nodérico A. Los mayores rendimientos de extracción fueron obtenidos por el 
método de ultrasonido, independientemente de la muestra analizada. El mayor 
contenido de A.G., fue encontrado en la cepa silvestre (266 µg/g), aproxima-
damente 30% más que en la variedad comercial, aunque considerablemente 
menor a estudios internacionales. Es posible concluir que la variedad silvestre 
tendría potencial para convertirse en una fuente comercial de A.G.

ABSTRACT

Ganoderma genus are recognized worldwide for their medicinal properties 
and their national and international market is continuously growing. In order 
to investigate the commercial potential of our fungal diversity, the contents of 
bioactive compounds, known as Ganodic Acids (A.G.), were determined from 
three sources of fungus. Of the fruiting bodies of two varieties of Ganoderma sp 
and Ganoderma lucidum (wild and commercial). The wild variety was collected 
in the municipality of Quimbaya Quindío, the commercial, certified, was deve-
loped on agro-industrial plantain waste and the spent substrate were obtained 
after the harvesting of the commercial variety. The three samples obtained in 
triplicate, were dried and subjected to extraction with supercritical fluids and 
ultrasound. The concentration of A.G. was determined by Liquid Chromatogra-
phy (HPLC), by the method of normalization of areas, using as standard Gano-
deric Acid A. The method of extraction by ultrasound was the most efficient in 
all cases. The highest content of A.G., was found in the wild strain (266 µg/g), 
approximately 30% more than in the commercial variety, although considera-
bly less than international studies. It is possible to conclude that the wild varie-
ty would have the potential to become a commercial source of A.G.

RESUMO

Os fungos do gênero Ganoderma são reconhecidos mundialmente por suas 
propriedades medicinais e seu mercado nacional e internacional está cres-
cendo continuamente. A fim de investigar o potencial comercial da nossa 
biodiversidade fúngica, o conteúdo de compostos bioativos, conhecidos como 
Ácidos Ganódericos (A.G.), foi determinado a partir de três fontes de fungos. 
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Dos corpos frutíferos de duas variedades de Ganoderma sp e Ganoderma lucidum (silvestre e comercial). A variedade 
silvestre foi coletada no município de Quimbaya Quindío, a comercial, certificada, foi desenvolvida sobre resíduos de 
bananeira agroindustrial e do substrato gasto obtido após a colheita da variedade comercial. As três amostras obtidas 
em triplicata, foram secas e submetidas à extração com fluidos supercríticos e ultra-som. A concentração de A.G. foi 
determinado por Cromatografia Líquida (HPLC), pelo método de normalização de áreas, utilizando como padrão o Áci-
do Ganodérico A. O método de extração por ultrassom foi o mais eficiente em todos os casos. O maior teor de A.G., foi 
encontrado na estirpe selvagem (266 µg/g), aproximadamente 30% mais do que na variedade comercial, embora consi-
deravelmente menos do que os estudos internacionais. É possível concluir que a variedade silvestre teria o potencial de 
se tornar uma fonte comercial de A.G.

INTRODUCCION

El hongo Ganoderma lucidum, Lingzhi o Mannetake es conocido en la cultura China y japonesa, desde hace más 
de 2000 años y se consume con frecuencia, ya que además de ser fuente de nutrientes, tiene propiedades nutra-
céuticas. En las últimas décadas se han acumulado pruebas científicas sobre la aplicación médica del hongo en 
el tratamiento de varios tipos de dolencias como bronquitis, anorexia, gastritis, hepatitis, nefritis, hemorroides, 
dismenorrea, estreñimiento, lupus, enfermedades crónicas como migraña, hipertensión, artritis, asma, diabetes, 
hipercolesterolemia, enfermedades cardiovasculares, e inclusive el cáncer [1]. Los compuestos bio-activos a los 
que se les atribuyen estas propiedades son los Ácidos Ganodéricos (A.G.) y los Beta-glucanos, entre otros [2].

Actualmente, los hongos del género Ganoderma, son utilizados, no solo para el consumo en fresco o seco, sino, 
además para la producción de diversos productos alimenticios funcionales y nutracéuticos [3,4,5]. 

En Colombia y en el resto del mundo, continuamente, se realizan cultivos con cepas certificadas, sobre residuos 
agroindustriales, específicos de cada región, buscando encontrar las formulaciones que permitan los mayores 
rendimientos de producción y concentraciones de compuestos bio-activos, como los A.G. [6,7]. 

En el Departamento del Quindío se han encontrado cepas silvestres de Ganoderma, adaptadas a nuestros ecosistemas 
y que pueden contener los compuestos bio-activos en concentraciones que pueden llegar a ser de interés comercial. 

Por las anteriores razones, es de gran importancia estudiar en términos de análisis cualitativos y cuantitativos, la 
presencia y cantidad de los compuestos bio-activos de Ganoderma, presentes en cepas silvestres y comerciales, e 
inclusive en la biomasa, donde se han desarrollado estos hongos (sustrato agotado o residual) [8 ,9, 10, 11, 12, 13].

Varios métodos de extracción con solventes, han sido desarrollados con el propósito de obtener los compuestos 
bio-activos del género Ganoderma [14,15,16], siempre buscando aumentar los rendimientos para desarrollar 
futuras aplicaciones comerciales, disminuir los costos y evitar la degradación de las sustancias de interés. 

La extracción con fluido supercrítico (SFC), es una técnica que ha permitido la extracción, de compuestos bio-ac-
tivos de Ganoderma, utilizando bajas temperaturas y altas presiones [17, 18, 19]. Además, por su reducido con-
sumo y bajo costo de solventes, manejo automatizado de la muestra y alta eficiencia, se convierte en una alter-
nativa viable en éste tipo de investigaciones [20]. De forma alternativa, la técnica de ultrasonido o sonicación 
intensa, se ha evaluado [21, 22], en este caso, con el fin de extraer ácidos Ganodéricos, la membrana celular debe 
ser destruida. Para la disrupción, se requiere encontrar un procedimiento adecuado de extracción y así lograr la 
liberación de todos los productos [23].

Los Ácidos Ganodéricos pueden ser separados, identificados y cuantificados, utilizando la técnica de Croma-
tografía Líquida (HPLC) [24, 25, 26), acoplada a detector UV-Vis. Está técnica es ampliamente usada, por su 
rapidez y eficiencia, dado que mediante la comparación con estándares externos e internos, es posible la identi-
ficación y cuantificación de las sustancias presentes. 
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En ésta investigación se comparó la técnica de extracción con fluido supercrítico (SFC) con la técnica de extracción 
con ultrasonido (EUA), tomando como base la concentración de Ácidos Ganodéricos obtenidos al final del proceso.

En ésta investigación, se extrajeron los Ácidos Ganodéricos, presentes en el cuerpo fructífero y el sustra-
to agotado del hongo Ganoderma lucidum, mediante las técnicas de extracción con fluido supercrítico (SFC) y 
extracción con ultrasonido (EUA). Se identificaron y cuantificaron mediante la cromatografía líquida (HPLC), 
acoplada a espectrofotometría UV-Vis. 

MÉTODO

Obtención de Ganoderma sp

Los cuerpos fructíferos de Ganoderma sp, fueron colectados cerca de la reserva el ocaso (4º58’73.8”N – 
75º85’52.4”W), en el municipio de Quimbaya, Quindío. 

Semilla de Ganoderma lucidum comercial

Para la siembra de G. lucidum sobre residuos de plátano, se utilizó una semilla certificada, proporcionada por la 
planta de bio-procesos y agroindustria de la Universidad de Caldas. Esta semilla fue obtenida por inoculación 
del micelio de G. lucidum sobre cebada 

Cultivo de G. lucidum 

Como sustrato para la producción, se utilizaron subproductos del monocultivo de plátano (pseudotallos, hojas 
y raquis), fraccionados en cortes de aproximadamente 1 cm2, esterilizados y formulados para obtener relacio-
nes de Carbono/Nitrógeno del orden de 40 a 60. El proceso se llevó a cabo en la granja Bengala (4°41’08.8”N 
75°37’02.9”W), propiedad de la Universidad del Quindío, ubicada en el municipio de Finlandia (Quindío). Des-
pués de 38 semanas de crecimiento, fueron recolectados los cuerpos fructíferos y además el sustrato agotado. 

Tratamiento de la muestra

Los cuerpos fructíferos de G. lucidum cultivado sobre residuos de plátano, de la especie Ganoderma sp y el sustrato 
agotado, se secaron y deshidrataron a 40°C por 24 horas; de allí, se tomaron por separado para ser triturados, 
utilizando un molino convencional y luego fueron tamizados hasta alcanzar la pulverización homogénea en un 
tamaño de 50 μm, de forma similar a lo reportado por algunos autores [1, 27]

Extracción con fluido supercrítico (SFC) 

Este procedimiento, se llevó a cabo en el instituto de Biotecnología y Agroindustria de la Universidad Nacional 
de Manizales. Se utilizó solvente supercrítico (CO

2
) y solvente etanol, a 300 bar de presión, durante 1 hora y con 

temperatura de 40°C, secuencialmente controlados [28]. Se colocaron 15 g de muestra pulverizada en la cámara 
de extracción del reactor dentro de una funda de lienzo. Fueron obtenidos 6 extractos, pertenecientes a cada 
una de las muestras por duplicado

Extracción con ultrasonido (EUA)

Fue realizada en el laboratorio de catálisis de la universidad del Quindío en un sonicador BRANSON 1800 de 45 
MHz, durante 30 minutos [30]. Se depositaron 2 g del pulverizado y se disolvieron en 20 mL de etanol de 95%, 
contenidos en un vaso de precipitado de 50 mL. Se dejaron reposar durante 24 horas, luego, de la parte sobrena-
dante de cada uno, se filtró 1 mL dentro de los viales para HPLC, usando PVDF de 0,45 μm Millipore millex-HV. 
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Preparación del estándar y adición a los extractos

5 mg del estándar de Ácido Ganodérico A, (SIGMA-ALDRICH®) se disolvieron en 5 mL de etanol grado HPLC. 
De esta disolución madre, se preparó una disolución a 50 μg/mL, usando etanol como disolvente. A cada uno de 
los extractos, debidamente diluidos, para conservar las proporciones, se les adicionó una concentración fija de 
Ácido Ganodérico A.

Cromatografía y cuantificación

Los extractos fueron inyectados en el cromatógrafo líquido Thermo Dionex 3000, en las condiciones que a con-
tinuación se describen: Columna de separación ACE AQ C-18 (250 mm x 4,6 mm ID, 5 micras), y fase móvil de 
ácido fórmico al 0,5 % y acetonitrilo en proporciones 60 (A) y 40 (B) en modo isocrático. Se utilizó un sistema de 
detección UV-Vis con arreglo de diodos (DAD), a 250 y 280 nm. La cuantificación de los Ácidos Ganodéricos se 
realizó por el método de normalización de áreas, comparando el área del Ácido Ganodérico A (de concentración 
conocida), con el área de los picos de Ácidos Ganodéricos, presentes en la muestra.

Identificación Ganoderma sp

Aunque de éste hongo se conocen más de 250 especies reportadas en todo el mundo, la cepa silvestre pudo 
ser clasificada usando la metodología empleada en la taxonomía tradicional, al tener en cuenta el análisis de las 
características morfológicas del cuerpo fructífero recolectado.

La clave taxonómica que se tuvo en cuenta fue reportada por Weber en 2009 [31]. En éste género, se pudo 
observar la presencia de un píleo o sombrero en forma de repisa mientras que la parte inferior del esporocarpo 
presenta una multitud de poros que ratifican de que se trata de una especie polyporaceae (Figura 1). Además, el 
olor a madera añejada y su color café brillante, son característicos del género, por lo que se pudo clasificar ésta 
cepa silvestre como Ganoderma sp.

Figura 1. Cuerpo fructífero de Ganoderma sp.

Fuente: Wilder Ramírez
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Análisis cromatográfico

Con el método cromatográfico utilizado, se lograron aislar y detectar dos señales o picos principales (Figura 2). 
La primera de ellas corresponde al Ácido Ganodérico A, utilizado como estándar, con un tiempo de retención de 
7,48 min, que fue confirmada con una corrida cromatográfica del estándar en forma aislada. 

Figura 2. Cromatograma de extracto y Estándar.

Figura 3. Verificación del solapamiento de picos de los Ácidos Ganodéricos.

La segunda señal corresponde a los Ácidos Ganodéricos presentes en los extractos de las muestras, con un tiem-
po de retención de 12,45 min. Posterior a éste tiempo no se observan nuevas señales.

Se observa un solapamiento de picos o co- elución en la señal, que aparece de mayor tamaño. Las condiciones del 
método no fueron suficientes para obtener una mejor resolución y separar cada uno de los Ácidos Ganodéricos pre-
sentes en el extracto, posiblemente debido a la composición de la fase estacionaria de la columna cromatográfica.. 

A pesar de que no fue posible separar los Ácidos Ganodéricos presentes en el extracto, se corroboró su presen-
cia, tomando el espectro UV-Vis del pico a 12,45 min y comparándolo con aquellos reportados en la bibliografía 
[32]. Con la ayuda del software del detector UV-Vis con arreglo de diodos, se pudo determinar también, el sola-
pamiento de los picos en la señal. Tal como se observa en la Figura 3.

Tanto los espectros y los tiempos de retención, indican que la señal producida se debe a los Ácidos Ganodéricos 
B y H. Estos ácidos tienen una gran semejanza estructural (son isómeros). 
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Liu et al. (2011), investigaron condiciones cromatográficas semejantes y encontraron que los Ácidos Ganodéri-
cos B y H aparecieron en un pico superpuesto, probablemente por la determinación concomitante de los Ácidos 
Ganodéricos B y H; es decir, que la orientación espacial de los radicales o los sustituyentes R

1
, R

2
, R

3
 y R

4, 
ten-

drían una afinidad análoga por la fase estacionaria [29]. La figura 4 y el cuadro 1, presentan la similitud estructu-
ral de los ácidos Ganodéricos, tomando como base información científica actualizada. 

Cuadro 1. Sustituyentes, presentes en los Ácidos Ganodéricos.

Ácido Ganodérico R
1

R
2

R
3

R
4

A = O β -OH α- OH - H

B β -OH β -OH = O - H

H β -OH = O = O β- OAc

Tomado de: http://repositoriodigital.uns.edu.ar/bitstream/123456789/3786/1/Tesis%20
Maximiliano%20Bidegain%20-%20corregida%20final.pdf

Figura 4. Estructura química de los Ácidos Ganodéricos.

Tomado de: http://www.plantasyhongos.es/herbarium/htm/Ganoderma_lucidum.htm

Cuantificación de los Ácidos Ganodéricos

El análisis cuantitativo de los extractos del sustrato agotado y Ganoderma sp, muestra que la técnica de extrac-
ción por ultrasonido (EUA) es más eficiente que la técnica de extracción por fluidos supercríticos (SFC), en cuan-
to a la concentración de Ácidos Ganodéricos obtenidos. En estos casos, las concentraciones fueron: 161,19 μg/g 
para el sustrato agotado y 265,85 μg/g para Ganoderma silvestre cuando se utilizó extracción con ultrasonido 
(EUA) y 146,66 μg/g para el sustrato agotado y 181,52 μg/g para Ganoderma cuando se utilizó extracción por 
fluidos supercríticos (SFC). 

Para el caso de la extracción de Ácidos Ganodéricos a partir del cuerpo fructífero de la cepa comercial Ganoderma 
lucidum, se observan concentraciones similares en ambas técnicas de extracción, con 182,47 μg/g utilizando EUA 
y 186,19 μg/g, utilizando SFC.

La mayor concentración de Ácidos Ganodéricos se presenta en los extractos de Ganoderma sp, seguida de Gano-
derma lucidum comercial, independientemente del método de extracción empleado (Figura 5).
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Los rangos de concentraciones de Ácidos Ganodéricos que se obtuvieron en ésta investigación (entre 266 y 147 
μg/mL) se pueden comparar con los de otros autores [1, 15 29, 30]. De acuerdo a los mostrado en la figura 6, las 
concentraciones reportadas en éste estudio, varían o fluctúan entre los rangos reportados en otros artículos.

Figura 6. Ácidos Ganodéricos encontrados en éste estudio vs otras investigaciones.

Figura 5. Comparación de las concentraciones de Ácidos Ganodéricos.

SFC: Extracción por fluidos supercríticos. 
EUA: Extracción por Ultrasonido

La mayor concentración de Ácidos Ganodéricos, fue reportada por Nguyen y Yongli en 2011, con 1197 μg/mL 
pero cabe resaltar que fueron utilizadas las esporas para éste estudio y no el cuerpo fructífero [15]. De igual 
forma Xiao-Ming Wang et al (2006) [30] reportaron concentraciones de Ácidos Ganodéricos B y H en Ganoder-
ma lucidum. Para el Acido Ganodérico B, desde 32 a 165 μg/mL y para el Ácido Ganodérico H desde 127,1 hasta 
643,9 μg/mL, que para efectos prácticos fueron sumadas y aparecen en la gráfica 6 como una sola barra. Los re-
sultados se obtuvieron de los extractos de cinco especies diferentes de Ganoderma originarias de China, usando 
etanol de 95%, un calentador de inmersión y concentrados por combinaciones de agua caliente, bases y ácidos
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Los resultados de la figura 6 permiten dar una visión de la incidencia de los métodos de extracción, la parte 
del hongo a estudiar y la especie, sobre la concentración de Ácidos Ganodéricos que pueden ser obtenidos. Se 
observan diferencias muy significativas de concentraciones debido a los factores anteriormente nombrados. 

CONCLUSIONES

En ésta investigación, se pudo comparar el efecto de dos métodos extracción sobre diferentes muestras de Ganoderma.

Adicionalmente se determinaron las condiciones cromatográficas, para la cuantificación rápida de Ácidos Ga-
nodéricos (A.G.) presentes en las muestras. Las concentraciones de A.G encontradas. se ubicaron en los rangos 
publicados por otros autores 
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RESUMEN

El sector avícola presenta problemas sanitarios que disminuyen su productivi-
dad, por ello el objetivo fue evaluar el efecto de L. plantarum microencapsula-
do en pollo de engorde. Se valoraron las características del microencapsulado 
(viabilidad, eficiencia y variables físicas), los parámetros productivos (consumo 
de materia seca, ganancia de peso y conversión alimenticia), bioquímicos (co-
lesterol, triglicéridos y proteínas totales) e histopalógicos en aves sometidas a 
cuatro tratamientos; dos testigos (sin probiótico y probiótico comercial) y dos 
con suministro de L. plantarum (con y sin microencapsular). Los resultados de-
mostraron que la cepa tiene un crecimiento adecuado a diferentes condiciones 
gastrointestinales in vitro, que le da ventajas para atravesar el tracto gastroin-
testinal. Por otra parte, los resultados para el estudio in vivo demostró que el 
suministro de la bacteria láctica tienen efectos positivos sobre los parámetros 
productivos, aunque no se realizó una comparación con otros estudios debido 
a las condiciones particulares de la investigación. Se observó un incremento de 
los niveles de colesterol y triglicéridos con el suministro de la cepa probiótica, al 
igual que un incremento de las lesiones histopalógicas. L. plantarum microen-
capsulado tiene potencial como aditivo probiótico en el sector avícola, aunque 
debe mejorarse la investigación en la cantidad de inóculo a suministrar.

ABSTRACT

The poultry sector has health problems that decrease its productivity, so the 
objective was to evaluate the effect of microencapsulated L. plantarum in 
broilers. The characteristics of the microencapsulation (viability, efficiency 
and physical variables), the productive parameters (dry matter consumption, 
weight gain and food conversion), biochemicals (cholesterol, triglycerides and 
total proteins) and histopathological in birds undergoing four treatments 
were evaluated; two witnesses (without commercial probiotic and probiotic) 
and two with supply of L. plantarum (with and without microencapsular). The 
results showed that the strain has adequate growth to different gastrointes-
tinal conditions in vitro, which gives it advantages to cross the gastrointesti-
nal tract. On the other hand, the results for the in vivo study showed that the 
supply of lactic bacteria have positive effects on the productive parameters, 
although no comparison was made with other studies due to the particular 
conditions of the investigation. An increase in cholesterol and triglyceride le-
vels was observed with the supply of the probiotic strain, as well as an increase 
in histopathological lesions. Microencapsulated L. plantarum has potential as 
a probiotic additive in the poultry sector, although research on the amount of 
inoculum to be supplied should be improved
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RESUMO

O setor avícola apresenta problemas de saúde que diminuem sua produtividade, portanto, o objetivo foi avaliar o efei-
to de L. plantarum microencapsulado em frangos de corte. Foram avaliadas as características da microencapsulação 
(viabilidade, eficiência e variáveis   físicas), parâmetros produtivos (consumo de matéria seca, ganho de peso e conversão 
alimentar), bioquímicos (colesterol, triglicerídeos e proteínas totais) e histopatológicos em aves submetidas a quatro 
tratamentos; duas testemunhas (sem probiótico comercial e probiótico) e duas com suprimento de L. plantarum (com 
e sem microencapsular). Os resultados mostraram que a cepa tem crescimento adequado para diferentes condições 
gastrointestinais in vitro, o que oferece vantagens para atravessar o trato gastrointestinal. Por outro lado, os resultados 
do estudo in vivo mostraram que o suprimento de bactérias lácticas tem efeitos positivos nos parâmetros produtivos, 
embora nenhuma comparação tenha sido feita com outros estudos devido às condições particulares da investigação. 
Foi observado um aumento nos níveis de colesterol e triglicerídeos com o suprimento da cepa probiótica, bem como um 
aumento nas lesões histopatológicas. L. plantarum microencapsulado tem potencial como aditivo probiótico no setor 
avícola, embora a pesquisa sobre a quantidade de inóculo a ser fornecido deva ser melhorada

INTRODUCCIÓN

El sector avícola ha tenido un creciente avance, gracias a la acción conjunta de genética, nutrición, sanidad y 
manejo [1]. Sin embargo, la presión de los mercados por una mayor demanda de este producto, genera la bús-
queda de animales con un crecimiento rápido y con una mayor calidad de carne [2]. Esto crea inconvenientes en 
el manejo de grandes poblaciones, especialmente la parte sanitaria, que hace uso intensivo de los antibióticos 
promotores de crecimiento como medios para controlar la proliferación de microorganismos patógenos [3].

La introducción de promotores de crecimiento (APC-antibióticos en dosis subterapéuticas) en la alimentación 
animal no sólo influye en las poblaciones microbianas intestinales y sus actividades, sino que además, afectan 
el metabolismo del animal y alteran específicamente la función intestinal [4-6]. Junto a lo anterior, el uso indis-
criminado de los antibióticos ha producido graves problemas sobre el control de las enfermedades de origen 
bacteriano, ya que en los últimos años se ha incrementado la aparición de microorganismos resistentes, que 
dificulta su manejo sanitario en humanos y animales [7].

Como respuesta a este problema, la investigación ha centrado sus esfuerzos en la búsqueda de nuevas alternativas 
que promuevan una producción más limpia, sin el uso de aditivos que pongan en riesgo la salud humana y animal [8]. 
Esto incluye mejorar las normas de bioseguridad y manejo en las producciones avícolas, aplicando un programa de 
vacunación, haciendo selección genética y realizando la búsqueda, desarrollo y utilización de nuevos aditivos nutri-
cionales como los probióticos, prebióticos, oligosacáridos, ácidos orgánicos, entre otros [9]. Estos aditivos permiten 
el control del establecimiento de una microbiota benéfica en los animales, además de la disminución paulatina de 
enteropatógenos, mejorando la producción animal y disminuyendo el riesgo para la salud humana [10-12].

Estudios realizados recientemente han demostrado que las bacterias ácido lácticas muestran características 
adecuadas para el control de estos microorganismos patógenos [13], sin embargo, la verificación y evaluación 
de estos microorganismos debe ser rigurosa con el fin de encontrar información adecuada y pertinente para los 
fines que se propone su utilización [14]. 

En respuesta a lo anterior, los organismos probióticos se han microencapsulado con el fin de aumentar la super-
vivencia a través del tracto gastrointestinal y con ello, garantizar una mejor colonización del organismo huésped 
[15], esperando que mejore la viabilidad de L. plantarum como agente probiótico y permita mejorar los paráme-
tros productivos del pollos de engorde. 

Por lo anterior, la investigación busca determinar el efecto del suministro de L. plantarum microencapsulado 
sobre los parámetros productivos, la respuesta inmune y la bioquímica sanguínea del pollo de engorde.
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MÉTODO

La investigación se realizó en las instalaciones del laboratorio PROBIOTEC FORAPIS de la Universidad de Nari-
ño ubicada en la ciudad de Pasto a una altura de 2600 msnm, 14°C y una humedad relativa del 65%.

Cepa y condición de cultivo

Las condiciones para L. plantarum se tomaron de Orbes et al. [16], quienes encontraron la fase exponencial a las 
14 horas con un crecimiento de 6,6 x 108 UFC/150 mL en medio MRS. En esta investigación se usó Lactobacillus 
plantarum ATCC 8014, la cual se reconstituyó de acuerdo con la casa comercial. 

Después de 24 h de la reconstitución, se confirmó el crecimiento y desarrollo para luego repicar con asa de 
argolla por el método de estrías en cajas de agar MRS comercial con azul de anilina, e incubar por 24 horas a 
37°C. Todos los procedimientos de manejo de la cepa se realizaron en cámara de flujo laminar tipo II. Se evaluó 
la morfología macroscópica y microscópicamente con el uso de la coloración de Gram, procedimiento que fue 
realizado cada 15 días para verificar la viabilidad de la cepa.

Cultivo del inóculo de Lactobacillus plantarum

Se inoculó una asada del cultivo en un Erlenmeyer que contenía 40 mL de caldo MRS comercial estéril. Se incu-
bó por 24 horas a 37°C. Nuevamente se realizó un repique de 4 mL de este caldo a otros 40 mL de caldo MRS 
comercial y se incubó en las condiciones antes mencionadas.

Para realizar el ajuste se tomó lo descrito en Jurado-Gámez et al. [17] quienes tomaron en cuenta un valor de 
10% v/v para el inicio de la fermentación. Después, se calculó el número de bacterias por mL. Del caldo MRS con 
el inóculo se tomó 1 mL y se vertió en 9 mL de solución de agua peptonada, cuando se presentó mayor población 
de la establecida, se adicionó caldo estéril de la siguiente manera:

M
1
= población o densidad celular que se debe ajustar.

M
2
= 0,125 densidad óptica equivalente a 1,50 x 108 bacteria/mL. Densidad utilizada primera fermentación.

V
1
= 1 mL volumen proveniente del inóculo total (10/90).

X
1
= cantidad que contiene M

2
.

V
2
= lo que se agrega a 1 mL para ajustar a 1,50 x 108 bacterias/mL.

V
3
= 100 mL cantidad total del inóculo

X
2
= cantidad de caldo MRS comercial estéril que se agrega a V

3 
para ajustar la población el valor de M

2
.

Se halla X
1
: 

M
1
 ---------- M

2
  

M
2
 ---------- X

1

(Ec. 1)
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Ahora se encuentra V
2
:

(Ec. 2)

Finalmente, se obtiene el valor de X
2

(Ec. 3)

El valor de X
2
, es la cantidad que se debe agregar para ajustar la población.

Microencapsulación

Obtención de biomasa microbiana. La cepa se conservó en crioviales (con glicerol al 1%) a una temperatura 
de -20ºC. Para su uso, se activó mediante incubación a 37°C en caldo MRS por 24 h en condiciones aerobias. 
En cada caso, la biomasa al final de la fase exponencial se recuperó por centrifugación (5000 rpm) a 4°C y el 
sobrenadante se descartó. Finalmente, las células fueron lavadas con una solución estéril de NaCl al 0,85% p/v 
y conservadas en refrigeración (6± 2°C) hasta su uso.

Encapsulación de L. plantarum. Para este procedimiento se tuvo en cuenta la metodología descrita por Rodríguez 
et al. [21]. Se preparó un inóculo con 400 mL al 15% p/v de L. plantarum (60 g de Maltodextrina y 60 g de Inulina 
en 280 mL de inóculo bacteriano previamente ajustado) en relación 1:1 p/p, que fue agitado hasta homogenizar.

Se utilizó el equipo de secado por aspersión (Secador Spray Bilon 6000s®), con una temperatura de entrada de 
170°C y una temperatura de salida entre 65 y 67°C con ciclo completo de 2 h y 30 min. El material microencap-
sulado se empacó en recipientes plásticos oscuros estériles y se almacenaron a temperatura ambiente (20± 2°C) 
para su posterior utilización.

Estudio del microencapsulado. La cepa microencapsulada se evaluó en viabilidad, eficiencia y las características 
físicas: humedad, actividad de agua, solubilidad y humectabilidad [18]. De igual manera, se evaluaron las carac-
terísticas estructurales, morfología y tamaño del microencapsulado. Finalmente, se evaluó la exposición a condi-
ciones gastrointestinales simuladas de acuerdo con Coppola y Gil [19]: pH 3, concentraciones de 0,1 (Ta) y 0,3% 
(Tb) de bilis; y concentraciones de 0,5 (Ta) y 1% (Tb) de sales biliares, más un testigo (Tc) para ambos tratamientos.

Inoculación del alimento balanceado. Una vez establecida la carga microbiana mediante el ajuste del inóculo, la bac-
teria ácido láctica se adicionó por aspersión a una concentración de 20% p/v, para luego realizar el mezclado y final-
mente se incubó a 37°C por 24 h [16]. Al final, se conservó a temperatura ambiente y en bolsas de cierre hermético.

Evaluación en pollos de engorde 

Se utilizaron 300 pollos machos de un día de edad (Ross 308 AP). Los animales se alojaron en jaulas de la clínica 
veterinaria Carlos Martínez Hoyos perteneciente a la Universidad de Nariño. Los pollos se mantuvieron a una 
temperatura de 30°C, que disminuyó a 21°C al final del experimento. La humedad estuvo entre 50 y 65%. Du-
rante los primeros 7 días, los pollos tuvieron luz las 24 h, para luego ir disminuyendo gradualmente hasta 12 h. El 
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experimento se realizó de los 7 a los 35 días. La primera semana fue de adaptación a las raciones experimentales, 
con un suministro de agua ad libitum.

Los animales se distribuyeron de manera aleatoria en cuatro grupos de 60 aves cada uno. El primer grupo fue 
alimentado con una dieta comercial sin aditivos (T0); el segundo, dieta comercial con probiótico comercial (T1, 
consorcio); el tercero, dieta comercial con Lactobacillus plantarum microencapsulado (T2) y el cuarto, dieta co-
mercial con Lactobacillus plantarum sin microencapsular (T3). Las aves fueron alimentadas dos veces al día, de 
acuerdo con las especificaciones de la casa comercial.

Se midió el consumo de materia seca (CMS), la ganancia de peso (GP) y la conversión alimenticia (CA). De igual 
manera, se determinaron los metabolitos sanguíneos, triglicéridos y colesterol mediante los protocolos estable-
cidos por los kit de Biositem® y proteínas totales mediante refractómetro.

Al final del periodo experimental se sacrificaron 10 aves por grupo y se tomaron muestras del tracto gastroin-
testinal, que se colocaron en formol buferado al 10% para fijación por 24 h, luego se hizo corte de duodeno, 
yeyuno e íleon y se colocaron en cassettes para inclusión de tejidos debidamente rotulados, se les realizó inclu-
sión en parafina y coloración de hematoxilina y eosina. En los micropreparados se establecieron los parámetros 
histológicos hipertrofia e hiperplasia de las células epiteliales. 

La tinción diferencial utilizada en el estudio fue la coloración con Alcian Blue, que fue ajustada a un pH de 2,5 a 3,0. Para 
determinar la cantidad de moco producido por las células caliciformes, las áreas se estimaron entre la capa más interna 
de mucosa y la más externa de la misma, de 5 campos intestinales diferentes en cada animal, se usó como lectura en 
objetivo de 40X usando un microscopio Nikon Eclipse 80i, camera infinity y el software ImagePro Plus 5.0 software 
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) para la descripción de alteraciones microscópicas a Jubb et al. [20].

Para establecer la relación cripta-vellosidad en el intestino delgado, la longitud de la vellosidad se calculó mi-
diendo la distancia entre la punta de la vellosidad y su base, excluyendo la cripta. Este procedimiento se hizo en 
cada uno de los grupos experimentales.

Para histoquímica se emplearon marcadores monoclonales inmunohistoquímicos de uso en humanos CD3 y 
CD79a a los bloques de parafina del tracto gastrointestinal de los animales para evaluar la expresión de linfoci-
tos T y B del tejido linfoide asociado al intestino GALT.

Microscopia electrónica de barrido. Las muestras del segmento conservado en alcohol al 90° se analizaron 
mediante la técnica del Laboratorio de Microscopia electrónica de la Universidad de Caldas, utilizando el proto-
colo para el procesamiento de este tipo de muestras definido por dicho Laboratorio. También, se tomó registro 
fotográfico para evidenciar el resultado.

Análisis estadístico

En todas las variables se determinó estadística descriptiva. El crecimiento a diferentes concentraciones de sales 
biliares y bilis se evaluó mediante un diseño completamente al azar (DCA) con tres tratamientos: Ta 0,3% de 
sales biliares, Tb 0,5% de sales biliares y Tc crecimiento sin sales biliares (testigo), cada tratamiento contó con 8 
réplicas. Para la variable bilis, se usó el mismo diseño y número de réplicas por tratamiento (Ta: bilis al 0,3%, Tb 
con bilis al 0,5% y Tc sin bilis). 

Los parámetros zootécnicos (CMS, GP y CA) y bioquímicos (triglicéridos, colesterol y proteínas totales) se eva-
luaron mediante un diseño completamente al azar con 4 tratamientos (60 aves cada uno), 3 repeticiones por 
tratamiento (20 aves por repetición) y se muestreó de manera aleatoria a 5 animales por réplica para un total 
de 15 animales muestreados por tratamiento. Se determinó diferencias mediante la prueba paramétrica Tukey 
a un nivel de significancia del 95%.
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RESULTADOS

Los resultados de la microencapsulación de Lactobacillus plantarum se pueden observar en el cuadro 1. Los valo-
res indican una buena viabilidad del microencapsulado; al respecto, Rodríguez et al. [18] encontraron porcenta-
jes de 84 y 96% de viabilidad para L. rhamnosus y L. casei respectivamente. Por otra parte, Montes [21] tuvo una 
viabilidad de 46,53% para L. casei, valor más bajo al encontrado en esta investigación.

La eficiencia se encuentra por debajo de lo reportado por Chen et al. [22] con valores entre 96,5 y 97,85%. Sin 
embargo, Parra [23] indica que este parámetro se ve influenciado por factores como la masa molecular del po-
límero, tamaño y microporosidad de la esfera y características físico-químicas del principio activo, factores que 
podrían explicar los resultados obtenidos.

Para el caso de la humedad, el valor encontrado es mayor al de otros autores [24-25], lo que demuestra que es nece-
sario trabajar más sobre este parámetro. Al respecto, Dinkçi et al. [26] mencionan que la humedad en un microencap-
sulado debe mantenerse entre 3,5 y 4,0%, ya que puede presentar problemas de conservación durante su vida útil.

La humectabilidad tiene un menor tiempo, en comparación al estudio de Montes [21]; este autor menciona que 
la lenta rehidratación tiene un efecto positivo sobre la viabilidad de las cepas microencapsuladas, lo que sugeri-
ría que se necesita mejorar su contextura con otros materiales microencapsulantes.

El tamaño y la morfología se observan en las figuras 1. En cuanto al tamaño de partícula se encontraron valores 
de 15,18 a 35,68 μm. Los estudios muestran que el tamaño del microencapsulado influye sobre la viabilidad de 
la bacteria [27]. Ramos et al. [27] manifiesta que tamaños entre los 2 y 100 μm se consideran adecuados para una 
microencapsulación, ya que si son demasiados grandes dificulta la liberación de la cepa y si son muy pequeños, 

Cuadro 1. Parámetros del microencapsulado de Lactobacillus plantarum.

Factor Valor

Viabilidad 83,3%

Eficiencia 88,4%

Humedad relativa 7,79%

Actividad de agua 0,4

Humectabilidad 1:56 min

Solubilidad 96%

Figura 1. Microencapsulado de L. plantarum.

A: tamaño, b: morfología.
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su protección no será efectiva. Por ello, los resultados encontrados tienen un efecto positivo sobre la microen-
capsulacion de L. plantarum.

Para la simulación de condiciones gastrointestinales, el crecimiento, a pH 3 por 24 h, mostró un crecimiento de 
6,4 x 109, valor indicador de que la cepa láctica muestra resistencia a las condiciones ácidas; si se tiene en cuenta 
que el pH gastrointestinal de las aves puede llegar hasta 3 o incluso menos, la bacteria tiene altas posibilidades 
de sobrevivir microencapsulada y con ello atravesar la porción inicial de tracto digestivo [28].

Para el caso de bilis y sales biliares los resultados se pueden observar en la figura 2. No se encontraron dife-
rencias significativas entre los tratamientos (p>0,05). Esto demuestra que el crecimiento en condiciones gas-
trointestinales simuladas no se ve afectado. Al respecto, estudios realizados por Chen et al. [29] indican que las 
bacterias ácido lácticas microencapsuladas presentan mejor crecimiento en condiciones de pH alto (básico), de-
bido a la capa protectora que las recubre, de esta manera se garantiza la viabilidad de la cepa, para su posterior 
liberación en un ambiente menos agresivo.

Los resultados de los parámetros productivos se puede observar en el cuadro 2, encontrando diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (p< 0,05) y se observa un mayor crecimiento en los tratamientos probióticos 
comercial y L. plantarum sin microencapsular.

Cuadro 2. Parámetros productivos, bioquímicos, microbiológicos, e histológicos.

Parámetros productivos

Variable T0 T1 T2 T3

GP (g) 181,17± 23b 240,34 30±a 190,68±b 276,39± 32a

Consumo (g) 4403,0± 58b 4313,3± 59b 4548,0± 34a 4773,7± 59a

CA 4,39± 0.3b 3,21± 0.1c 5,42± 0,2a 4,13± 0,4b

Parámetros bioquímicos

Variable T0 T1 T2 T3

Colesterol (mg/dL) 158,8± 1,2b 161,5± 2,1c 202,8± 3a 164,4± 1,4b

Trigliceridos (mg/dL) 116,0± 4,7b 115,2± 6,2b 92,2± 7,2c 151,0± 6,3a

Proteina total (g/dL) 3,48± 0,9a 3,63± 0,6a 3,80± 0,7a 3,50± 0,6a

Parámetros microbiológicos

Variable T0 T1 T2 T3

Lactobacillus 95000 284000 112800 200500

E. coli 0 0 0 0

Coliformes 666,7 55666,7 500 0

Conteo en tinciones

Histoquímica 367 340 280 342

Caliciformes 1476 1002 1356 1290

Figura 2. Análisis de bilis y sales biliares.
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Estos resultados indican que el suministro de probióticos en la alimentación de pollos de engorde muestra ser 
benéfico para los rendimientos productivos. En cuanto al consumo, se encontraron resultados similares y la 
conversión alimenticia muestra como el tratamiento con probiótico comercial (T2) tienen mayor eficiencia en la 
transformación del alimento.

A pesar de observarse diferencias entre los parámetros bioquímicos, los valores se encuentran dentro del rango 
normal de la especie, por lo que no se puede tener información concluyente sobre los efectos de los organismos 
probióticos sobre los parámetros bioquímicos evaluados.

Como era de esperarse, los parámetros microbiológicos demostraron un incremento de la población microbiana 
en los tratamientos con el suministro de probióticos, ya sea en consorcio (probiótico comercial) como cepas 
individuales (L. plantarum). Al respecto, Manes-Lazaro et al. [30] mencionan que la presencia de organismos pro-
bióticos en el tracto gastrointestinal de las aves tiene un efecto benéfico para su salud. Entre estos beneficios se 
encuentra la exclusión competitiva, el antagonismo hacia otras cepas, especialmente patógenas la estimulación 
inmune del hospedero y producción de biocinas [31]. Con lo anterior, se puede determinar que algunas de las 
mejoras en los parámetros zootécnicos pueden ser el resultado de la correcta colonización de los probióticos en 
el tracto de los pollos de engorde evaluados.

Los resultados para títulos se observan en las figuras 3. Se encontró una mayor seroconversión para los tratamientos 
con administración de L. plantarum (T2 y T3), lLo que demuestra un efecto positivo de la bacteria. En el caso de Gum-
boro y bronquitis muestran resultados similares, ya que T2 y T3 presentan los mayores valores de seroconversión.

Figura 3. Títulos inmunológicos para New Castle, 
Gumboro y Bronquitis.
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Los resultados demuestran que es una ventaja la utilización de L. plantarum en la estimulación del sistema inmu-
nitario de los pollos de engorde; factor que tendrá efectos benéficos para el sistema de producción.

En otros estudios se ha demostrado que la utilización de cepas probióticas permite la estimulación del sistema 
inmunológico del animal huésped, estos efectos se han observado en aves y cerdos, lo que corrobora los resul-
tados obtenidos. Sin embargo, se necesita continuar con la investigación, ya que este tipo de resultados aún no 
son concluyentes para la comunidad científica y se hace necesario realizar otro tipo de pruebas para determinar 
su efectividad [32-33].

Los resultados para coloración e histoquímica de células caliciformes se pueden observar en la figura 4 y cuadro 
2. Se encontró que las células caliciformes fueron marcadas con la técnica Alcian blue y con ello se puede reali-
zar conteo de este ellas. De igual manera, la inmunomarcación fue positiva para los tejidos de pollos de engorde, 
lo que se convierte en una herramienta más para investigar los efectos probióticos en este tipo de animales.

Se observa que los mayores valores para ambas variables se pueden observar en el tratamiento T0 (sin pro-
biótico). Estos resultados no se pueden explicar de manera adecuada, dado que se esperaría que los tejidos de 
animales con administración de probióticos debieran tener el mayor conteo, sin embargo, dado que la técnica 
recién inicia en la identificación de células de pollo de engorde, se hace necesario continuar investigando para 
obtener información más contundente.

Figura 4. Inmunohistoquímica en intestino delgadocoloración de Alcian 
Blue para células caliciformes.

a: Tinción de Alcian blue para caliciformes; b: inmunohistóquimica.
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CONCLUSIONES

Los resultados indican que la administración de Lactobacillus plantarum tiene efectos positivos sobre los pará-
metros productivos ganancia de peso, consumo de alimento y conversión alimenticia. Aunque el suministro 
muestra diferencias en los parámetros bioquímicos, estos valores están dentro del rango para la especie. De 
igual manera, se incrementan la respuesta inmune del hospedero. Finalmente, el método de microencapsulado 
y la matriz usada para recubrir la cepa mantiene la viabilidad de la bacteria.
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RESUMEN

La investigación se realizó en las fincas La Sultana y El Madroño de los munici-
pios de Timbio y El Tambo respectivamente, con el fin de evaluar el efecto del 
abono orgánico líquido mineralizado en el cultivo de morera con el propósito de 
analizar costos de producción, mejorar el rendimiento y hacer una agricultura 
amigable con el ambiente. En La Sultana la evaluación se realizó en el primer 
corte y en El madroño en el tercer corte. En las dos fincas se usó un diseño en 
bloques completos al azar con siete tratamientos y tres repeticiones. La morera, 
en las dos fincas, se fertilizó cinco veces de acuerdo al tratamiento con aplicacio-
nes alternas edáfica/foliar cada quince días; se evaluó altura de planta, biomasa, 
peso de hojas, peso de tallos, relación peso hojas/peso tallos, rendimiento de ho-
jas y calidad nutricional de las hojas, se realizó análisis de varianza y prueba de 
comparación de promedios de Duncan (P=0,005): en La sultana no hubo dife-
rencia estadísticamente significativa entre los tratamientos, el mejor tratamien-
to fue la aplicación de A.L.O.F.A. al 5%, mientras que en El Madroño los trata-
mientos si presentaron diferencia estadísticamente significativa en las variables 
evaluadas y el mejor tratamiento fue la inoculación con IM y A.L.O.F.A. al 5%.

ABSTRACT

The research was carried out in La Sultana and El Madroño of the municipalities 
of Timbio and El Tambo respectively, in order to evaluate the effect of mineralized 
liquid organic fertilizer on mulberry cultivation in order to analyze production 
costs, improve yield and make an environment friendly agriculture. In La Sultana 
the evaluation was carried out in the first cut and in El Madroño in the third cut. 
A randomized complete block design with seven treatments and three repetitions 
was used on both farms. The mulberry, in the two farms, was fertilized five ti-
mes according to the treatment with alternate edaphic / foliar applications every 
fifteen days; plant height, biomass, leaf weight, weight of stems, weight ratio of 
leaves / weight stems, leaf yield and nutritional quality of the leaves were eva-
luated, variance analysis and Duncan averages comparison test (P=0,005): in La 
Sultana there was no statistically significant difference between treatments, the 
best treatment was the application of ALOFA 5%, while in El Madroño the treat-
ments did show statistically significant difference in the evaluated variables and 
the best treatment was inoculation with MI and A.L.O.F.A. at 5%.

RESUMO

A pesquisa foi realizada em La Sultana e El Madroño, dos municípios de Timbio 
e El Tambo, respectivamente, a fim de avaliar o efeito do fertilizante orgânico 
líquido mineralizado no cultivo de amoreira, a fim de analisar os custos de pro-
dução, melhorar o rendimento e fazer uma agricultura ecológica. Em La Sulta-
na, a avaliação foi realizada no primeiro corte e em El Madroño no terceiro cor-
te. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com sete tratamentos 
e três repetições em ambas as propriedades. A amoreira, nas duas fazendas, 
foi adubada cinco vezes, de acordo com o tratamento, com aplicações edá-
ficas / foliares alternadas a cada quinze dias; avaliaram-se altura da planta, 
biomassa, peso foliar, peso das hastes, relação peso / caule, rendimento foliar 
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e qualidade nutricional das folhas, análise de variância e teste de comparação das médias de Duncan (P=0,005): em La 
Sultana não houve diferença estatisticamente significante entre os tratamentos, o melhor tratamento foi a aplicação de 
ALOFA 5%, enquanto em El Madroño os tratamentos mostraram diferença estatisticamente significante nas variáveis   
avaliadas e o melhor tratamento foi a inoculação com MI e A.L.O.F.A. a 5%.

INTRODUCCIÓN

La sericultura es el conjunto de actividades culturales y económicas que se desarrollan en torno a la seda [1] que 
integra tres componentes, el agrícola con el cultivo de morera Morus sp, el pecuario con la cría del gusano de seda 
Bombyx mori y el agroindustrial con la transformación del hilo en la industria textil, cosmética y la medicinal [2].

La morera es un árbol forrajero de origen asiático, adaptado a las condiciones del trópico que pertenece a la fa-
milia Morácea. Existen 24 especies agrupadas en el género Morus, de las cuales la especie Morus alba es la más ex-
tendida [3]. Es un arbusto cuyo follaje es usado principalmente para la alimentación del gusano de seda (Bombyx 
mori) con el fin de obtener una fibra muy demandada por la industria textil, la seda. [4], mencionan que a pesar 
de que hace bastante tiempo existen las fibras sintéticas, la seda natural sigue siendo una de las más apreciadas 
por su suavidad y textura, lo que hace que sea una fibra con demanda en el mercado. Además, la morera es usada 
en la alimentación de otras especies, pues según [5], la morera es una especie forrajera que presenta caracte-
rísticas de calidad nutritiva, producción de biomasa y versatilidad agronómica importantes, representando así 
un potencial para mejorar la calidad alimenticia de las dietas e incrementar la producción de los animales como 
bovinos, ovinos, caprinos, aves, etc.

La seda se obtiene de los capullos del gusano de seda, los cuales se alimentan únicamente de la hoja de more-
ra (Morus alba), por ello, para tener producción de seda con suavidad y textura, la morera con que se alimente al 
gusano de seda debe ser de la mejor calidad tanto sanitaria como en su estado nutricional, porque la calidad 
nutricional de la morera tiene gran influencia en el desempeño del gusano de seda, en todas las etapas de su 
desarrollo y la producción de capullo, que es de donde finalmente se produce la fibra [5].

Para lograr que la morera sea de calidad se debe tener en cuenta principalmente la nutrición de la planta, porque 
de esta depende un buen rebrote, cantidad y calidad de biomasa producida y el estado sanitario.

El manejo nutricional de la planta es un problema para los productores [4], porque los mayores rendimientos de 
materia verde, materia seca y proteína cruda en kg/ha/año se obtienen con fertilización química, adicionalmen-
te, se ha demostrado que la morera responde de forma eficiente cuando se aplican dosis de 300 kg de N/ha/año 
[5], por ello se realizan aplicaciones de grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados, de síntesis química, 
para tener un buen rendimiento, pero esta actividad la realizan sin tener en cuenta el análisis de suelo, y en la 
mayoría de los casos no se obtienen los resultados esperados, pero si se aumentan los costos. Ya se conocen los 
efectos negativos que han causado los químicos en el deterioro del medio ambiente, un ejemplo de ello es noto-
rio en los cambios de las propiedades físicas, químicas y biológicas de los suelos cultivados [6].

Por lo anterior, se están buscando otras alternativas para la fertilización de la morera, en esta investigación se 
evaluó el efecto del abono orgánico líquido mineralizado A.L.O.F.A. en la producción de biomasa en un cultivo de 
morera (Morus alba), lo cual permitió disminuir costos de producción, mejorar el rendimiento y hacer una agricul-
tura amigable con el ambiente.

MÉTODO

La investigación se realizó en la finca “El madroño”, vereda Santa Bárbara, corregimiento de Piagua, municipio de 
El Tambo, ubicada a 2°26᾽45᾽᾽N y 76°46᾽24᾽᾽W; altura promedio de 1.745 m.s.n.m., con temperatura promedio 
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de 18°C; temperatura máxima promedia de 32°C y mínima promedia de 5°C; humedad relativa del 80%, y en 
la finca La Sultana, vereda Urubamba II, municipio de Timbío, departamento del Cauca ubicada a 00°58’54” y 
03°19’04” de latitud norte y los 75°47’36” y 77°57’55” de longitud oeste; altitud promedio de 1.790 m.s.n.m. 
con precipitación promedio anual de 2000 mm, temperatura promedio de 18°C y humedad relativa de 73% . La 
metodología utilizada para la evaluación fue desarrollada en el proceso de investigación.

Abono líquido orgánico fermentado aeróbicamente y mineralizado

El A.L.O.F.A., aporta los elementos esenciales para la nutrición de las plantas, siendo un suplemento eficiente, 
económico y amigable con el medio ambiente. A continuación de relacionan las materias primas para preparar 
20 L del biofertilizante: 18 L de agua lluvia, 5 kg de hojas de plantas sanas, 100 g de compost, 100 g de sulfato de 
cobre, 100 g de sulfato de zinc, 100 g de sulfato de magnesio, 100 g de sulfato de manganeso, 100 de sulfato de 
calcio, 100 g de sulfato de hierro, 100 g de sulfato de potasio, 100 g de ácido bórico, 1 kg de miel de purga, 2 L de 
lixiviados de lombriz ó 100 mL de ácidos húmicos y fúlvicos, 500 g de fosforita huila, 50 g de levadura seca; 30 g 
de vitaminas y 100 mL de ácido cítrico (jugo de limón).

Para la preparación, se picaron las plantas y se colocaron en un recipiente plástico de 50 L, se agregaron 10 L 
de agua. Aparte, se realizó la dilución de los minerales cada uno en forma independiente. El sulfato de cobre se 
diluyó en 1 L de agua y 5 mL de jugo de limón y se homogenizó la mezcla, para los demás sulfatos se siguió el 
mismo procedimiento. Una vez realizadas todas las diluciones, se fueron agregando a la mezcla inicial de plantas 
y agua, el sulfato de hierro se añadió al final. Posteriormente, se agregó el bórax o ácido bórico el cual se diluyó 
en agua caliente, luego la miel de purga disuelta en 2 L de agua, las vitaminas diluidas en un litro de agua, los 
ácidos húmicos y fúlvicos o el lixiviado de lombriz, la cal fosforita y el lompricompuesto, finalmente se añadió la 
levadura diluida en un litro de agua caliente (40°C). Una vez añadidas todas las materias primas, se homogenizö 
la mezcla y se cubrió el recipiente con yute, dejando en fermentación aeróbica por 15 días, pasado este tiempo, 
se separó el material solido del líquido, donde el material líquido corresponde al A.L.O.F.A.

Una vez el abono estuvo estable o maduro listo, se tomó una muestra de un litro, para enviar al laboratorio, con el 
fin de realizar el análisis de caracterización y composición del A.L.O.F.A.

Toma de muestra para análisis de suelo

Antes de establecer la morera en el sitio definitivo, se realizó análisis de suelo y con esos resultados se determinó 
el plan de manejo nutricional. En la finca El Madroño y en La Sultana, se tomó una muestra del suelo de la rizósfera 
de 1 kg, para ello se tomaron 20 submuestras/ha en zigzag, en cada sitio se retiró la capa vegetal y luego se realizó 
un hueco en forma de “V” hasta 20 cm de profundidad, posteriormente se cortó una tajada de 3 cm de espesor en 
una de las paredes y de ésta se tomó la parte central, una vez se obtuvieron la totalidad de submuestras, estas se 
homogenizaron en un balde y de allí se obtuvo la muestra final la cual se envió al laboratorio debidamente rotulada.

Siembra de la morera

El material de siembra fue distinto en cada finca: en La Sultana se usaron esquejes previamente enraizadas de 40 
cm de longitud, la siembra se realizó en huecos de 20 cm de lado y 30 cm de profundidad donde se depositaron y 
mezclaron 500 g de materia orgánica, en este hueco se colocó el esqueje enraizado a una profundidad de 20 cm y 
se presionó para evitar cámaras de aire, quedando visible únicamente de 15 a 20 cm del esqueje y de 5 a 8 yemas.

En El Madroño, la morera ya estaba establecida, la siembra se había realizado directamente en el lote, después 
de arado y rastrillado, se aplicaron 500 g de materia orgánica por sitio de siembra, mezclando con el suelo, se 
colocó el esqueje a una profundidad de 15 cm y luego se presionó alrededor del esqueje para que no quedaran 
cámaras de aire, quedando visible únicamente de 3 a 5 cm del esqueje y solo una yema.
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Diseño Experimental

En las dos fincas se utilizó un diseño de bloques completos al azar con 7 tratamientos y 3 repeticiones, La parcela 
útil estuvo constituida por 15 plantas, cadaparcelas tuvo 6 m de largo por 4,5 m de ancho.

En La Sultana, con el fin de homogenizar y fortalecer todas las plantas se realizó una fertilización foliar con la 
mezcla 550 ml de ALOFA + 55 ml de BP–150 llevando a un volumen final de 15 L, porque el lote venia de rastrojo. 
Los tratamientos se describen a continuación:

Tratamiento 0. Testigo, manejo convencional. Aplicación foliar del fertilizante CRECER 500 al 1% cada 15 días. Cre-
cer 500 contiene 42% de N total, 0,4% de N amoniacal, 41,6% de N ureico, 3% de P

2
O

5
, 3% de K2O, 0,1% de CaO, 

0,1% de MgO, 0,02% de S total, 0,02% de B, 0,002% de Co, 0,02% de Cu, 0,02 de Fe, 0,01% de Mn, y 0,005 % de Zn.

Tratamiento 1. Aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días de A.L.O.F.A. en una concentración de 2,5%.

Tratamiento 2. Inoculación con la mezcla de 4 kg de inoculante micorricico (IM) más 1,5 L de coadyuvante, dilui-
dos en 1.000 L de agua al suelo y aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días de A.L.O.F.A. en una concentra-
ción de 2,5%. El IM contiene 252000 esporas/lb de la mezcla de Entrophospora colombiana, Glomus intraradices, 
Glomus etunicatum y Glomus clarum todas en igual proporción.

Tratamiento 3. Aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días de A.L.O.F.A. en una concentración de 5%.

Tratamiento 4. Inoculación con la mezcla de 4 kg de IM, más 1,5 L de coadyuvante diluidos en 1.000 L de agua al 
suelo y aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días de ALOFA en una concentración de 5%.

Tratamiento 5. Aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días de BP-150 en una concentración de 1,5%. El BP 
150 contiene 45,05 g/L de Nitrógeno total (N), 34,00 g/L de P₂O₅ y 3,7 g/L de carbono orgánico oxidable.

Tratamiento 6. Inoculación con la mezcla de 4 kg de IM más 1,5 L de coadyuvante diluidos en 1.000 L de agua al 
suelo y aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días de BP - 150 en una concentración de 1,5%.

La aplicación de los tratamientos realizados en se describen en el cuadro 1. 

Para las aplicaciones edáficas de ALOFA se utilizaron 50 mL/planta; las aplicaciones foliares se realizaron con 
una aspersora hidráulica utilizando la boquilla TXVK 3 con una descarga de 190 mL/min, de baja descarga.

El corte y evaluación en La Sultana, se realizó a los 150 DDS y en el Madroño a los 90 días DDC, suspendiendo las 
aplicaciones 15 días antes para evitar que el follaje de la morera tuviera residuos de los fertilizantes que pudiera 
afectar el consumo y desarrollo del gusano de seda.

Cuadro 1. Descripción de los tratamientos

(DDC)* Actividad realizada Tipo de aplicación

7 Inoculación con HFM- ERGYFIT a T2,T4 yT6 Edáfica

15 Primera aplicación de los tratamientos Edáfica

30 Segunda aplicación de los tratamientos Foliar

45 Tercera aplicación de los tratamientos Edáfica

60 Cuarta aplicación de los tratamientos Foliar

75 Quinta aplicación de los tratamientos Edáfica

90 Corte y evaluación de variables NA**

*Días después del corte   ** No aplica
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Prácticas culturales. Además de la fertilización, se realizó control de arvenses y control de plagas como labores 
culturales en todas las parcelas en las dos fincas.

En La sultana se realizó control de arvenses a los 15, 30, 60 y 120 DDS, se limpió completamente el plato de cada 
planta y se cortaron los arvenses de las calles para que quedaran con 5 a 10 cm de altura para tener cobertura 
vegetal y reducir al máximo la erosión. Se realizó control de chiza (Phyllophaga spp.) mediante aplicación edá-
fica de caldo de helecho (Pteridium aquilinum) mezclado con caldo de ceniza, y ocho días después se aplicaron 
edáficamente los siguientes microorganismos: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii, 
Trichoderma atroviride y la bacteria Bacillus thuringiensis. La presencia de la plaga se atribuye al alto contenido de 
material orgánico en descomposición presente en el suelo.

En el Madroño, se realizó únicamente un control de arvenses a los 8 DDC, se limpió completamente el plato de 
cada planta.

Determinación de costos. Los costos de la fertilización se determinaron para cada tratamiento realizado en 
cada finca.

Variables evaluadas 

En las dos fincas se evaluaron:

Altura de la planta. Se midió la altura de 10 plantas por parcela, se tomó la altura desde el nivel del suelo hasta 
el ápice de la última hoja del rebrote más alto.

Peso de biomasa (hojas más tallo). Se cortaron 15 plantas de cada parcela y se pesaron para obtener biomasa 
total/parcela, se calculó el promedio de biomasa por planta/parcela.

Peso de las hojas. Se separaron las hojas de los tallos de las 15 plantas y se pesaron, se calculó el peso promedio 
de las hojas por planta/parcela. Al separar las hojas de los tallos se les quitó el peciolo porque el gusano de seda 
no lo consume.

Peso de tallos. Se pesaron los tallos y se calculó el peso promedio de los tallos por planta para cada parcela.

Relación peso de hojas/peso de tallos. Se dividió el peso de las hojas entre el peso de los tallos, para calcular la 
cantidad de unidades de peso de hojas producidas por cada unidad de peso de tallo producido por una planta.

Rendimiento de hojas sin peciolo (ton/ha). Se calculó extrapolando la producción de hoja de una planta a la 
producción de hoja del total de plantas en una hectárea (20.000 plantas).

Composición nutricional. Para evaluar la composición nutricional de la morera, se mezclaron las hojas de las 
plantas de cada tratamiento, se tomó una muestra de 300 g, se empacaron en sobres de manila, se rotularon y se 
enviaron al laboratorio para análisis bromatológicos.

RESULTADOS

Análisis de Suelo

Los resultados de La sultana y de El madroño permitieron cuadro 2 determinar que los suelos no cubren los 
requerimientos nutricionales de la Morera. Con base en estos resultados se determinaron los tratamientos, 
teniendo en cuenta que se aplicaría fertilización foliar y edáfica, se trabajó con las dosis mínimas.
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Comportamiento Agronómico

Las condiciones climáticas durante la fase de campo permitieron un buen prendimiento de los esquejes sembra-
dos, durante el mes de siembra (abril) se presentaron lluvias abundantes y frecuentes que permiten la brotación 
adecuada de las yemas [7].

Durante el ciclo del cultivo no se presentaron enfermedades, por lo que no fue necesario establecer medidas 
de control, lo anterior, se atribuye a que las precipitaciones fueron escasas; días previos al corte y evaluación, se 
presentaron lluvias intensas que dieron origen a focos de mancha foliar causada por Cercospora moricola, la cual 
se presenta en condiciones de alta humedad y mala ventilación [7], en este caso se atribuye al cierre de las calles 
por el buen desarrollo de los rebrotes.

Caracterización y composición del A.L.O.F.A

Los resultados del análisis del A.L.O.F.A. (Cuadro 3) muestran que posee la mayoría de los nutrientes esenciales 
requeridos por las plantas, superando al abono orgánico comercial que solo contiene N, P y carbono orgánico.

Durante la fase de crecimiento, la morera toma muchos elementos del suelo tales como nitrógeno, fosforo, po-
tasio, calcio, magnesio, azufre, hierro, boro, manganeso, zinc, cobre y molibdeno [8]. Cada uno de estos elemen-
tos tiene una función específica en el crecimiento y metabolismo, la falta de alguno de ellos, afecta de alguna 
forma el normal desarrollo de la planta.

Cuadro 2. Resultado análisis de suelo y requerimiento del cultivo.

Nutriente
Requerimiento Aporte del suelo kg

(kg/ha/año) La sultana El madroño

Cal 1.000- 1.500    

N 350 179,2 150,08

P₂O₅ 100 a 150 6,37 8,06

K₂O 250 269,57 531,65

Cuadro 3. Resultado de análisis de caracterización y composición del A.L.O.F.A.

Parámetro Resultado Unid

Carbono orgánico 25,80 g/L

pH 4,86

Densidad (20°C) 1,06 g/cm3

Conductividad eléctrica 0,33 dS/m

Solidos insolubles 4,29 g/L

Nitrógeno orgánico 3,21 g/L

Fosforo soluble (P₂O₅) 0,45 g/L

Potasio soluble en agua 11,40 g/L

Calcio Soluble (CaO) 1,91 g/L

Magnesio soluble (MgO) 2,33 g/L

Azufre soluble (S-SO₄) 4,32 g/L

Hierro soluble 1,30 g/L

Manganeso soluble 2793,00 ppm

Cobre soluble 527,00 ppm

Zinc soluble 2018,00 ppm

Boro soluble 6,90 ppm

Sodio soluble 0,24 g/L
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Terminada la fase en campo se obtuvieron los siguientes resultados:

En el cuadro 4 se relacionan los promedios obtenidos, en La sultana los tratamientos se evaluaron desde el mo-
mento de la siembra hasta el primer corte de morera. Se observa que los mejores resultados se obtuvieron en el 
tratamiento 3 que corresponde a aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días de A.L.O.F.A. en una concentra-
ción de 5%. En El Madroño, el cultivo estaba en segundo año de producción y la evaluación se hizo en el tercer 
corte. Los mejores resultados se obtuvieron con T4 que supera en rendimiento en 38,4% al testigo, el T4 corres-
ponde a A.L.O.F.A. al 5% más IM, con aplicación alterna edáfica/foliar cada 15 días del A.L.O.F.A.

El análisis de varianza (P=0,05) no detectó diferencias entre repeticiones; entre los tratamientos en La sultana, 
solo hubo diferencias estadísticamente significativas en la relación peso hojas/peso tallos. En El Madroño en 
biomasa, peso de tallos, peso de hojas, relación peso hojas/peso tallos y rendimiento (cuadro 5).

La prueba de promedios de Duncan (P=0,05), para La sultana formó dos grupos en la relación peso hoja/peso 
tallos, uno conformado por T0 y T6 que presentaron las mejores relaciones, lo cual significa que en estos trata-
mientos se forma la mayor cantidad de unidades de peso de hojas por cada unidad de peso de tallo que la plan-
ta produce, lo cual es importante teniendo en cuenta que la parte aprovechable son las hojas. En el Madroño, 
formó 3 grupos en biomasa, peso de hojas y rendimiento y dos grupos para peso tallo y relación peso hoja/peso 
tallos (Cuadro 6).

Estos resultados coinciden con los reportados por [9] quienes obtuvieron diferencias estadísticamente signi-
ficativas para la relación peso de hojas/peso de tallos, al comparar morera bajo diferentes planes de fertilización. 
Los resultados obtenidos en este estudio superan los reportados con una relación de 0,77 [9] y coinciden con 
otro en donde se encontraron diferencia estadísticamente significativa para componentes de rendimiento de 
morera con la aplicación de compostaje, lombricompuesto y fertilizante químico [10]. Además, es evidente que 
los tratamientos que incluyen el A.L.O.F.A. (T4, T3 y T1) comparados con el BP-150 (T5 y T6), presentan mejores 
resultados, corroborando lo enunciado por Chandanga et al. que mencionan que al faltar un nutriente se afecta 
de alguna forma el normal desarrollo de la planta; A.L.O.F.A. posee N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Cu, Zn y B y BP-150 

Cuadro 4. Promedios para las variables evaluadas en Morera en la sultana y el Madroño.

Tratamiento
Altura planta 

(cms)
Biomasa 

(g)
Peso 

tallo (g)
Peso 

hoja(g)
Relación hoja/

tallos
Rendimiento ton/

ha/corte

La sultana

0 141,1 219,0 115,4 103,6 0,9 2,1

1 134,3 205,3 111,1 94,2 0,9 1,9

2 134,6 203,3 113,2 90,1 0,9 1,8

3 161,7 376,3 211,6 164,7 0,8 3,3

4 150,5 270,8 147,2 123,7 0,9 2,5

5 159,2 326,5 186,5 150,0 0,8 3,0

6 133,8 167,4 83,2 84,2 1,0 1,7

El madroño

0 140,8 586,7 276,6 310,0 1,1 6,2

1 161,0 942,0 529,6 412,4 0,8 8,3

2 159,5 875,3 491,2 384,1 0,8 7,7

3 159,8 919,8 516,8 403,0 0,8 8,1

4 161,2 942,0 512,8 429,2 0,9 8,6

5 157,7 780,0 427,8 352,2 0,8 7,0

6 150,3 630,7 350,9 279,8 0,8 5,6
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Cuadro 5. Análisis de varianza para La sultana y El madroño.

Fuentes de variación Suma de cuadrados Gli Cuadrados medios F Sig.

La Sultana

Altura (cm)

Bloques 2,624.60 6 437.4 0.4 0.7

Tratamientos 7,380.80 14 527.2 0.8 0.6

Total 10,005.40 20      

Biomasa/ planta (g)

Bloques 102,432.90 6 17072.2 0.4 0.7

Tratamientos 227859.4 14 16275.7 1.1 0.4

Total 330292.3 20      

Peso tallos (g)

Entre bloques 38088 6 6348 0.3 0.7

Entre trata-
mientos

71133.5 14 5081 1.3 0.3

Total 109221.5 20      

Peso hojas (g)

Bloques 17698.4 6 2949.7 0.5 0.6

Tratamientos 42998 14 3071.3 1 0.5

Total 60696.4 20      

Peso hojas/ Peso tallos

Bloques 0.1 6 0 0.4 0.7

Tratamientos 0.1 14 0 1.5 *

Total 0.2 20      

Rend. (ton/ha)

Bloques 7.1 6 1.2 0.5 0.6

Tratamientos 17.2 14 1.2 1 0.5

Total 24.3 20      

El Madroño

Altura (cm)

Bloques 1033.3 6 172.2 1.10 0.16

Tratamientos 1505 14 107.5 1.6 0.22

Total 2538.3 20      

Biomasa/ planta (g)

Bloques 402300 6 67050 0.58 0.57

Tratamientos 320861 14 22919 2.9 *

Total 723160 20      

Peso tallos (g)

Bloques 169594 6 28266 0.45 0.64

Tratamientos 137783 14 9842 2.9 *

Total 307377 20      

Peso hojas (g)

Bloques 55762 6 9294 0.8 0.47

Tratamientos 45831 14 3274 2.8 *

Total 101594 20      

Peso hojas/ Peso tallos

Bloques 0.25 6 0.04 0.09 0.92

Tratamientos 0.12 14 0.01 4.9 *

Total 0.38 20      

Rend. (ton/ha)

Bloques 22.3 6 3.72 0.8 0.47

Tratamientos 18.33 14 1.31 2.8 *

Total 40.64 20      
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solo posee N y P. Por lo anterior, la fertilización de morera con el A.L.O.F.A. arroja mejores resultados que al 
fertilizarla con BP- 150 porque este último contiene solo dos nutrientes [11].

La mayor relación peso de hojas/peso de tallos se obtuvo con los T0 y T6 (cuadro 5) donde por cada g de tallo la 
planta produce 0,97 y 1,12 g de hojas, donde el hecho de que en la biomasa de la morera las hojas tengan mayor 
proporción frente a los tallos, hace de esta planta un forraje de calidad superior a los forrajes convencionales, 
cuando este es utilizado para alimentación animal [11].

Por otra parte, los rendimientos obtenidos en la presente investigación están dentro del rango reportado por 
Reyes et al. [11] para morera de 2 años de establecida (donde el cultivo se dice alcanza el 65% de la producción 
y la plena producción se logra en el tercer año de establecida), con un plan de fertilización que incluye N, P, K 
y Ca provenientes de fertilizantes de síntesis química logrando rendimientos entre 6,82 y 7,8 ton/ha/corte. Lo 
anterior evidencia la importancia de fertilizar la morera, en este caso, la fertilización con A.L.O.F.A. permitió 
obtener rendimientos muy similares e incluso mayores a los obtenidos con la fertilización de síntesis química, 
con la ventaja de que hay un manejo ambientalmente responsable porque se evitan las alteraciones negativas 
en el suelo como la acidez residual que causan los fertilizantes de síntesis química [12].

Cuadro 6. Prueba de promedios de Duncan para la relación peso hojas/peso tallos en La Sultana.

Tratamiento Subgrupo para alfa 0 =,05

La sultana

3 0,79

5 0,81

2 0,85

1 0,87

4 0,87

0 0,92

6 0,97

El madroño

Biomasa

0 586,7

6 630,7

5 780

2 875,3

3 919,8

1 942

4 942

Peso tallo

0 276,6

6 350,9

5 427,8

2 491,2

4 512,8

3 516,8

1 529,6

Peso Hojas

6 279,8

0 310

*Diferencia estadísticamente significativa al 5%
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A pesar de que no hay diferencias estadísticamente significativas en rendimiento en La sultana, el T3 supera 
al testigo en 58,9%, con lo cual se podrán criar 2,71 cajas adicionales de gusano de seda en el primer corte, que 
significan 108,4 kg de capullo fresco y 10,84 kg de seda más con respecto al tratamiento testigo, esto, teniendo 
en cuenta que una caja de 20.000 gusanos de seda consumen aproximadamente 450 kg de hoja de morera desde 
el nacimiento hasta el encapullado y produce 40 kg de capullo fresco que finalmente serán 4 kg de seda.

La morera, en el primer año de establecida, solo produce el 30% de hoja con respecto a la plena producción, en el 
segundo año produce 65% y el 100% en el tercer año, es decir que a partir del segundo y tercer año en adelante 
el rendimiento aumentará porque la evaluación se realizó en el primer año de establecida la morera [12].

Composición nutricional

Los resultados del análisis bromatológico para cada tratamiento (cuadro 7), de muestras tomadas en el momento 
del corte (150 DDS) en La sultana y (90 DDC) en El Madroño, se observa que las diferencias en las variables bro-
matológicas son mínimas, lo cual indica que los tratamientos no incidieron en la calidad nutricional del forraje.

En cuanto a materia seca y proteína cruda, los resultados obtenidos en esta investigación superan a los reporta-
dos para morera de 31,5% y de 18,1% respectivamente [12], mientras que en el caso de fibra cruda los resulta-
dos de esta investigación son inferiores a los reportados (24,3%) [13] siendo esto muy importante, pues los altos 
contenidos de fibra influyen en la digestibilidad del alimento provocando un menor peso promedio de larvas y 
por consiguiente un menor desarrollo de las glándulas de seda [14].

Se reportan valores de proteína cruda para la morera con fertilización nitrogenada de síntesis química entre 18 
y 24%, rango en el cual están ubicados todos los tratamientos realizados en el presente estudio [15].

Al evaluar la calidad de hojas de morera, representada por el tenor de proteína y su influencia en la cría del gu-
sano de seda [16], determinaron que niveles de proteína alrededor de 21% presentan los mejores resultados en 
variables como peso de larvas, peso de capullos y tamaño de capullos en comparación con niveles de proteína 

Cuadro 7. Relación de resultados del análisis bromatológico por tratamiento, en La Sultana.

Tratamiento % MS %EE %FC %PC %ENN %CENIZAS %P %Ca

La Sultana

T0 38,1 2,28 14,9 19,9 51 11,9 0,33 2,08

T1 37,2 2,62 19,8 20,4 43,9 13,3 0,37 2,5

T2 38,3 1,85 20,5 18,7 45,3 13,6 0,42 2,74

T3 37 2,22 19,5 20,6 44,6 13,1 0,39 2,88

T4 38,6 2,18 18,7 18,7 45,6 14,8 0,36 2,97

T5 35,4 2,79 17,4 20,7 46,8 12,3 0,34 2,36

T6 37,4 2,3 18,4 20,6 45,2 13,5 0,34 2,41

El Madroño

T0 40,8 1,75 11.00 18,3 60,1 9,06 0,31 1,83

T1 36,7 2 17,7 21,2 49,4 9,74 0,35 1,77

T2 45,3 1,98 12,9 19,4 55,8 9,91 0,25 2,14

T3 36,2 2,42 14,7 21,2 52,2 9,44 0,37 1,87

T4 41.10 2,15 15,9 18,9 53,6 9,5 0,24 2,09

T5 35,2 2,53 19,8 20,9 46,8 10.00 0,39 2,03

T6 34,2 1,92 15,3 22,6 50,3 9,85 0,33 1,63

MS: materia seca; EE: extracto etéreo (grasas), FC: fibra cruda; PC: proteína cruda; ENN: extracto no nitrogenado; P: fosforo y Ca: Calcio
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cercanos al 11%. La mayoría de los tratamientos evaluados en esta investigación presentan niveles de proteína 
alrededor del 21%, por lo que se espera que los gusanos que se alimenten con esta morera, al final del ciclo pre-
senten buen peso y su rendimiento en capullo fresco sea alto.

Costos de fertilización e inoculación por tratamiento

Se determinaron para cada tratamiento por corte. En La Sultana, la evaluación se hizo en el primer año de esta-
blecida; el T1 fue el que presentó menor costo ($540.775) y el T6 presentó el mayor ($4.338.880), El T3 fue el de 
mejor rendimiento y su costo fue de $586.550 siendo 0,37% más económico que el T0.

La morera alcanza la máxima producción en el tercer año, de acuerdo con lo anterior y, teniendo en cuenta que 
la inoculación se hace una única vez en todo el ciclo de vida de la morera (15 años), al proyectar el rendimiento de 
hoja y costos de fertilización e inoculación desde el año uno hasta el tercer año, se obtiene que si el T3 continua 
con 58,9% más de rendimiento respecto a T0, este permitirá criar hasta 36,1 cajas de gusano de seda al año, con 
0,37% menos costos que el testigo para cuando el cultivo se encuentre en plena producción, es decir al tercer 
año de establecida [17].

Este decrecimiento en costos por fertilización al usar el T3 parece insignificante, pero además de la reducción 
en los costos de fertilización, en el año 3, se logra obtener 16,27 ton de hoja por año más que T0, lo cual permitirá 
criar 36,1 cajas más al año, aumentando los ingresos al vender 36,1 cajas más de las que inicialmente vendía. 
Cabe resaltar que esta disminución en los costos por fertilización y aumento de ingresos se lograra siempre y 
cuando el sericultor prepare en su finca el A.L.O.F.A.

En El Madroño, la evaluación se hizo en morera que iniciaba el segundo año de establecida, se evidenció que el 
T1 fue el que presentó menor costo ($558.050) y el T6 el mayor ($4.443.060), coincidiendo con los resultados 
obtenidos en la sultana. Los costos de fertilización e inoculación fueron más altos en El Madroño, lo cual se debe 
a la edad de la morera (inicia segundo año).

Al proyectar el rendimiento de hojas y costos de fertilización e inoculación por año, desde el año dos hasta el ter-
cer año, los mejores resultados se obtienen cuando el cultivo llegue a plena producción con el T4. Al comparar 
el T4 refleja en el año 3 una reducción de 10,05% en costos de fertilización e inoculación, con un aumento en la 
producción de 38,95% (14,80 ton) más de hoja de morera que el testigo (T0), lo cual permite criar 32,8 cajas más 
de gusano de seda al año.

Teniendo en cuenta que a partir del tercer año no hay inoculación con IM que es la que aumenta costos de fertili-
zación e inoculación en el segundo año, se resalta que esta inversión se recupera con el aumento en la producción 
del segundo año, de acuerdo con las evidencias reflejadas en el aumento de la producción desde el primer corte y 
la ganancia se observa en la producción proyectada de los ingresos durante todo el ciclo productivo de la morera.

El T4 y el T3 muestran diferencia significativa en el rendimiento, el T4 supera en producción en 6,45% al T3, la dife-
rencia se explica porque la inoculación aumenta el rendimiento de hoja de morera al mejorar la disponibilidad de nu-
trientes. El 90% de los mayores costos de fertilización/inoculación del segundo año del T4, se recuperan en el mismo 
año con el rendimiento, a partir del tercer año la ganancia supera al T3 y se mantiene a lo largo del ciclo productivo.

Al comparar T3 con T0, se observa que el T3 aumenta en 30,53% (11,6 ton/ha/año) el rendimiento de hoja de 
morera y reduce en un 10,05% los costos de fertilización en el año tres frente al T0.

La morera tiene un ciclo productivo económicamente rentable hasta los 15 años de producción después de su 
establecimiento, logrando y estandarizando su mayor producción a partir del tercer año y sosteniéndose hasta 
el año 15 [18]. Teniendo en cuenta que el T4 y el T3 producen 14,8 y 11,6 ton/ha/año respectivamente, más que 
el T0, se realizó la proyección de los ingresos adicionales que tendrá el productor. Se obtuvo que, en los 15 años 
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de duración del cultivo de morera, si el sericultor lo fertiliza con A.L.O.F.A. en concentración de 5% e inocula con 
IM (T4vsT0) obtendrá $269.696.000 pesos más que con el manejo tradicional y si solo fertiliza con el A.L.O.F.A. 
en concentración de 5% obtendrá $203.889.777,78 pesos más que con manejo tradicional.

CONCLUSIONES

Existe efecto de la fertilización con A.L.O.F.A. en producción de biomasa y costos de fertilización e inoculación 
de morera. En La Sultana se obtuvo un 58,9% más de rendimiento y una disminución del 0,37% en los costos 
de fertilización e inoculación con respecto al manejo tradicional; en el Madroño se obtuvo un 38,95% más de 
rendimiento y una disminución del 10,05% en costos de fertilización e inoculación, en el año tres, comparado 
con el manejo tradicional.

La fertilización edáfica/foliar con A.L.O.F.A. al 5% supero a la fertilización con abono orgánico comercial. Se ob-
tuvo un 9,67% y 17,19% más de rendimiento en La Sultana y El Madroño respectivamente, en comparación con 
el abono orgánico liquido comercial.

La inoculación con IM aumenta la eficiencia de la fertilización debida principalmente al mejoramiento de la nu-
trición fosfórica, por esta razón debe considerarse como una inversión y no como un costo adicional.
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RESUMEN

Los clones universales de cacao (Theobroma cacao L.) introducidos en la re-
gión amazónica de Colombia, presentan bajos rendimientos. El objetivo de 
este trabajo fue evaluar el comportamiento agronómico de genotipos locales 
promisorios de T. cacao bajo las condiciones de la Amazonia Colombiana. El 
vivero y parcela experimental se establecieron en la vereda Cuba, municipio 
de Cartagena del Chairá. En la parcela experimental se implementó un diseño 
experimental Factorial 7 x 4, con Factor A (genotipos) y Factor B (distancias 
de siembra). En vivero se evaluó la altura y el diámetro del tallo del clon por-
tainjerto IMC-67, y en la parcela experimental el prendimiento y desempeño 
agronómico de siete genotipos. El clon IMC-67 tuvo germinación del 95%, ve-
locidad de crecimiento de 0,200 cm.día-1, e incremento en diámetro del tallo 
de 0,003 cm.día-1. Los siete genotipos presentaron prendimiento del injerto 
del 95,73%, sin diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). La altura 
total (cm), longitud de injerto (cm), diámetro del portainjerto (cm), número de 
hojas y área de copa (m2), presentaron diferencias estadísticamente significa-
tivas (p<0,0001). El genotipo RMC-4, presentó mayores valores de biomasa 
seguido de los genotipos RMC-2 e ICS-1, sin diferencias estadísticamente sig-
nificativas (p<0,05), entre los genotipos evaluados. Se concluye que los genoti-
pos promisorios RMC-3, RMC-4 y RMC-5, presentan potencial para su conso-
lidación como clones universales en el futuro.

ABSTRACT

The universal clones of cocoa (Theobroma cacao L.) introduced in the Colom-
bian Amazon region, present low yields. The objective of this work was to eva-
luate the agronomic behavior of promissory local genotypes of T. cacao under 
the conditions of the Colombian Amazon. The nursery and experimental plot 
were established on the rural division of Cuba in Cartagena del Chairá town. 
A 7 x 4 Factorial Experiment was implemented, with Factor A (genotypes) and 
Factor B (planting distances). In the nursery, height and stem diameter of the 
IMC-67 rootstock clone were evaluated, and in the experimental plot the agro-
nomic yield and performance of seven genotypes. IMC-67 clone had 95% of 
survival, a growth rate of 0,200 cm.day-1, and an increase in stem diameter 
of 0,003 cm.day-1 The seven genotypes showed 95,73% of survival, without 
statistically significant differences (p<0,05). The total height (cm), graft length 
(cm), rootstock diameter (cm), number of leaves and treetop area (m2), showed 
statistically significant differences (p<0,0001). RMC-4 genotype showed hi-
gher biomass values followed by the RMC-2 and ICS-1 genotypes, without sta-
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tistically significant differences (p<0,05), among the genotypes evaluated. We concluded that the RMC-3, RMC-4 and 
RMC-5, present potential for consolidation as universal clones in the future.

RESUMO

Os clones universais de  Theobroma cacao  L. introduzidos na região amazônica colômbiana apresentam baixos 
rendimentos. O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento agronômico de genótipos locais promissores de T. ca-
cao em condições da Amazônia colômbiana. O viveiro e a chácara experimental foram estabelecidos na Vereda Cuba, 
município de Cartagena del Chairá. Na chácara experimental foi implementado um experimento fatorial 7 x 4, com o 
fator A (genótipos) e o fator B (distâncias de plantio). No viveiro foi avaliado a altura e diâmetro do caule do clone porta-
-enxerto IMC67, e na chácara experimental a germinação e desempenho agronômico de sete genótipos. O clone padrão 
IMC67 teve 95% de germinação, taxa de crescimento de 0,200 cm.dia-1  e aumento no diâmetro do caule de 0,003 
cm.dia-1 os sete genótipos apresentaram germinação do caule do 95,73%, sem diferenças estatisticamente significati-
vas (p<0,05). A altura total (cm), comprimento do enxerto (cm), diâmetro do porta-enxerto (cm), número de folhas e área 
da copa (m2), apresentaram diferenças estatisticamente significantes (p<0,0001). O genótipo RMC4, apresentou maio-
res valores de biomassa, seguido pelos genótipos RMC2 e ICS1, sem diferenças estatisticamente significantes (p<0,05), 
entre os genótipos avaliados. Conclui-se que os promissores genótipos RMC3, RMC4 e RMC5 apresentam potencial 
para sua consolidação como clones universais no futuro.

INTRODUCCIÓN

El cacao (Theobroma cacao L.-Malvaceae) es un árbol frutal originario de la selva tropical húmeda en la cuenca 
del Amazonas [1]. La investigación genómica indica que la mayor diversidad de T. cacao se encuentra en el No-
roeste de América del Sur, señalando esta región como su centro de origen [2]. El cacao fue llevado a Mesoamé-
rica, donde el uso y domesticación pudo haber comenzado hace aproximadamente 3600 años [3]. El cultivo se 
expandió luego a otras regiones, notablemente en el siglo XIX, por lo que en la actualidad es producido en 40 
países ubicados en la región tropical de África, Asia y América [4]. 

Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Brasil y Nigeria son los principales productores de cacao en el mundo [5]. 
Los granos de cacao se exportan principalmente a Europa y América del Norte para su procesamiento [6]. En 
el mercado internacional del cacao se comercializan el grano seco, residuos (cáscaras, cortezas, cascarillas y 
desechos de cacao), pasta, torta, manteca, polvo y chocolate [7]. Los mayores consumidores de productos de 
cacao son Estados Unidos (20%), Alemania (9%), Francia (6%), Reino Unido (6%), Brasil (5%), Rusia (5%) y Japón 
(4%) [8]. En los países en que se cultiva, es una fuente de ingresos para pequeños agricultores, que dependen 
principalmente del trabajo familiar [9]. En Colombia, la cadena productiva del cacao está conformada por apro-
ximadamente 35.000 familias en diferentes regiones del país, que generan aproximadamente 100.000 empleos 
en actividades de productos intermedios y finales [10]. Durante el año 2018, Colombia tuvo un área cosechada 
de 190469 hectáreas (ha) y una producción de 101019 toneladas (t), lo que indica un rendimiento promedio 
nacional de 0,53 t.ha-1; la participación del departamento del Caquetá en la producción nacional fue de 1,55%, 
[11]. Durante el año 2019, el país alcanzó una producción de 59665 t de grano seco [12]. 

La práctica cultural dominante del cultivo de cacao en la Amazonia, implica la tumba y quema de bosques o barbe-
chos, para sembrar especies de sombrío temporal como son el plátano (Musa x paradisiaca L.-Musaceae) y banano 
(Musa x sapientum L.-Musaceae), y el establecimiento de maderables para sombrío definitivo. Con respecto a los 
materiales genéticos de cacao, las plantaciones de más de 30 años se establecieron con árboles de origen híbrido 
resultado de la polinización cruzada entre clones universales introducidos y árboles silvestres. Como innovación 
tecnológica en el sector, las nuevas plantaciones se han establecido principalmente con los clones TSH-565, ICS-
1, ICS-39, ICS-60, ICS-95, EET-8 y CCN-51, injertados en portainjertos de origen híbrido del clon IMC-67.
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En la región Amazónica se desconoce el recurso genético de T. cacao correspondiente a materiales autóctonos, 
adaptados a las condiciones edáficas y climáticas de la región. Personal técnico y científico del Comité de Cacao-
teros de Remolinos del Caguán y Suncillas CHOCAGUÁN, seleccionaron a través del modelo de mejoramiento 
genético participativo, materiales promisorios de cacao provenientes de árboles híbridos de polinización abierta 
con buena adaptabilidad a los suelos, tolerancia a plagas y enfermedades y altos rendimientos en producción de 
grano seco, a los cuales se les asignaron los códigos RMC-1, RMC-2, RMC-3, RMC-4 y RMC-5. El objetivo de la 
presente investigación fue evaluar el comportamiento agronómico de cinco genotipos promisorios de Theobroma 
cacao L. establecidos en arreglo agroforestal, bajo las condiciones agroecológicas de la Amazonia colombiana.

MÉTODO 

El vivero y la parcela experimental se establecieron en la vereda Cuba del corregimiento de Remolinos del Ca-
guán, municipio de Cartagena del Chairá, departamento de Caquetá, ubicado a 00°31’53” de latitud norte y 
74°17’48” de longitud oeste (Figura 1). El sitio presenta temperatura media de 29,5°C, precipitación anual de 
3800 mm, humedad relativa del 84%, brillo solar de 1700 horas. año-1, 183 m de altitud y corresponde a la zona 
de vida Bosque Húmedo Tropical [13].

El establecimiento del vivero se realizó en un terreno de 10 x 12 m (120 m2), en el que se construyó un umbrá-
culo con polisombra al 75%. Se prepararon 10 t de sustrato para el llenado de las bolsas y posterior siembra 
de la semilla, cuyas proporciones fueron 94% de suelo (rico en materia orgánica obtenido en el predio), 3% de 
mantillo de bosque o capote (fuente de microorganismos benéficos y materia orgánica), 2% de roca fosfórica 
(Fosforita Huila P

2
O

5
 28% y CaO 40%,) y 1% de cascarilla de arroz. Se usaron bolsas con capacidad de 2 kg, con 

dimensiones de 0,15 mm de espesor, 10 cm de ancho y 30 cm de largo, con perforaciones y fuelle. 

Figura 1. Ubicación geográfica del área de estudio. 
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El material vegetal usado como portainjerto se obtuvo de semillas certificadas del clon IMC-67 suministradas 
por la Federación Nacional de Cacaoteros (FEDECACAO), procedentes del Municipio de San Vicente de Chu-
curí en el Departamento de Santander, las que estaban pregerminadas al momento de siembra. Se realizaron 
6 muestreos de la altura (cm) y diámetro a 1 cm del suelo (cm) a cada planta, desde los 17 dds (días después de 
siembra) hasta los 123 dds, con intervalos de 20 días entre muestreos. 

Finalizada la etapa de vivero, se seleccionaron las 2506 plantas que presentaron mayor altura y diámetro del tallo; 
éstas se llevaron a un campo experimental de 3 ha bajo condiciones de arreglo agroforestal, asociadas con plátano 
(Musa x paradisiaca) y abarco (Cariniana pyriformis Miers-Lecythidaceae). Se utilizó un Experimento Factorial 7 x 4, 
en Diseño Completamente al Azar, con Factor A correspondiente a siete clones (RMC-1, RMC-2, RMC-3, RMC-4, 
RMC-5, ICS-1 e ICS-60) y Factor B que corresponde a cuatro distancias de siembra (3,0 x 3,0 m, 3,5 x 3,5 m, 3,0 x 
4,0 m y 4,0 x 4,0 m), para un total de 28 unidades experimentales. Cada unidad experimental correspondió a un 
área de 1056 m2 (24 x 44 m). Diez meses posteriores al trasplante del patronaje de cacao a sitio definitivo, las plan-
tas se injertaron con los genotipos promisorios (RMC-1, RMC-2, RMC-3, RMC-4, RMC-5) y clones universales (ICS-
1 e ICS-60) mediante técnica de injerto lateral o aproximación. El material vegetal fue obtenido del jardín clonal 
a pequeña escala (JCPE) de propiedad del Comité de Cacaoteros de Remolinos del Caguán y Suncillas (CHOCA-
GUÁN), ubicado en el corregimiento de Remolinos del Caguán, previa estimulación de los árboles mediante poda y 
fertilización. Transcurridos 30 días desde la injertación, se evaluó el resultado del prendimiento de los injertos para 
cada uno de los genotipos de cacao, el cual consistió en determinar el estado del material injertado de cada planta, 
clasificado en yemas latentes (tejido vivo sin desarrollo foliar), brote (inicio de desarrollo de la yema) o muerta (ye-
mas muertas), y se determinó el porcentaje de prendimiento total para cada subparcela experimental.

Para la evaluación agronómica de los clones (promisorios y universales), se desarrollaron dos muestreos no des-
tructivos mediante la selección aleatorizada de cinco plantas por unidad experimental. El primer muestreo se 
realizó 20 meses posteriores al trasplante en campo (13 meses después de la injertación) y el segundo muestreo 
34 meses posteriores a trasplante (27 meses después de la injertación). También, se realizó muestreo destructi-
vo a los 27 meses posteriores a injertación, a una planta por unidad experimental. La biomasa total de las plantas 
se pesó en fresco (peso húmedo) con balanza de 0,5 kg de precisión, se tomó una muestra de aproximadamente 
250 g de cada una de las partes de la planta (tallo, raíz y hojas) y se secó en horno a 60ºC durante 48 horas, poste-
riormente se estimó el peso seco total de cada parte a partir del porcentaje de humedad calculado. Las variables 
evaluadas para desempeño agronómico fueron: altura (cm), longitud de injerto (cm), diámetro de portainjerto 
(cm), número de hojas, área de copa (m2) y peso seco (g).

Las variables agronómicas estudiadas (altura y diámetro del tallo a 1 cm del suelo) en la fase de vivero, se esti-
maron a partir de la pendiente de regresión lineal respecto al tiempo de evaluación (17, 41, 62, 79, 104 y 123 
días después de siembra), y se determinó la relación entre las variables, mediante coeficientes de correlación 
de Pearson. A las variables de prendimiento de injertos (% de yemas en estado latente, brote y muerto) se les 
verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad con las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene, res-
pectivamente, y se analizaron mediante prueba de análisis de varianza (ANDEVA) y se realizó una prueba de 
comparación de medias, en función de los genotipos evaluados, mediante la prueba de comparaciones múltiples 
LSD de Fisher (p= 0,05). Todas las pruebas estadísticas se realizaron en el programa InfoStat versión 2018 [14]. 

Con las variables altura total (cm), longitud de injerto (cm), diámetro del portainjerto (cm), número de hojas y 
área de copa (m2) se realizó un análisis de conglomerados por el método de Ward y la distancia Euclídea; además, 
se ajustó un modelo lineal general mixto (MLGM) [Y

ijk
=μ+A

i
+B

j
+(AB)

ij
+e

ijk
] para analizar el efecto de los factores 

fijos: genotipo (A: siete genotipos) y distancia de siembra (B: cuatro distancias) con medidas en el tiempo (dos 
muestreos: 20 y 34 meses después de siembra), y el efecto de sus interacciones (AB). El efecto de las parcelas y 
subparcelas asociadas a las distancias de siembra dentro de los genotipos se incluyeron como efectos aleatorios. 
Para las variables longitud de injerto y diámetro de copa, la varianza residual se modeló para contemplar varian-
zas diferentes (Heterocedasticidad, H) por muestreo y genotipo respectivamente, mientras que la correlación 
residual para las observaciones sucesivas realizadas sobre una misma planta (ubicada dentro de una subparcela 
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y ésta en una parcela) se examinó mediante un modelo autorregresivo de orden 1 (AR1). Los criterios de Akaike 
(AIC), Bayesiano (BIC) y LogLik se utilizaron para la selección de la estructura de varianzas y correlaciones resi-
duales [15]. El análisis se realizó utilizando la función lme en el paquete nlme [16] en el software R, versión 3.4.4 
[17] y utilizando la interfaz en el software Infostat v. 2018p [14]. Las diferencias entre las medias de las variables 
en todos los factores fijos se analizaron con la prueba LSD de Fisher con una significación de p= 0,05.

RESULTADOS

Crecimiento del clon IMC-67

La germinación del clon IMC-67 fue del 95%, lo cual se atribuye a varios factores entre los que se resalta la com-
posición del sustrato, utilización de semillas pregerminadas y las condiciones óptimas del vivero. El índice de desa-
rrollo promedio fue de 0,200 cm.dia-1 durante los 123 días después de siembra (dds), con menor valor entre los 62 
y 79 dds, con un incremento de solo 0,097 cm.dia-1 y mayor entre 0 y 17 dds con un incremento de 0,680 cm.dia-1 
(Figura 2A). El diámetro a 1 cm de altura, tuvo un incremento de 0,003 cm.dia-1, con mayor valor de 104 a 123 
dds con 0,096 cm.dia-1 y menor valor de 79 a 104 dds con 0,037 cm.dia-1 (Figura 2B). En el clon IMC-67 se tuvo un 
incremento de 0,240 cm.día-1 para la altura y de 0,002 cm.día-1 para la circunferencia del tallo [18]; otros autores 
reportaron a los 90 dds un diámetro superior (0,710 cm) al encontrado en este estudio (0,580 cm) a los 104 dds, 
debido al uso de rizobacterias [19]. En la figura 2C se presenta la correlación entre las variables altura y diámetro 
del tallo para el clon IMC-67 en condiciones de vivero. El diámetro de la planta es importante en el desarrollo, ya 
que es el lugar de almacenamiento de nutrientes esenciales que darán lugar a plantas vigorosas y productivas [20].

Figura 2. Crecimiento del clon de portainjerto IMC-67 bajo condiciones de vivero. A. Altura. B. Diámetro. 
C. Regresión lineal Altura vs. Diámetro.
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Compatibilidad portainjerto-injerto

Los genotipos promisorios regionales y clones universales testigos, presentaron un porcentaje de prendimiento del 
95,73%, sin diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) (Figura 3). Los resultados altos en el prendimiento 
de injertos están relacionados con las buenas condiciones del material vegetal empleado, y están influenciados por 
factores como la adecuada ejecución de los procedimientos, condiciones de la planta portainjerto, la adecuada ali-
neación de tejidos parenquimatosos, las buenas prácticas agrícolas y la habilidad de los injertadores [21].

Figura 3. Compatibilidad de injertos para genotipos promisorios y clones universales injertados en el clon 
IMC-67. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas según LSD Fisher (p≥0,05).

En un estudio anterior, determinaron que el porcentaje ideal de prendimiento obtenido con clones ICS-1, ICS-
39, ICS-60, ICS-78, ICS-95, TSH-565, TSH-812, IMC-67, CCN-51, EET-8, SCC-59 y SCC-61, injertados mediante 
la técnica en parche, debe estar alrededor del 95% en portainjertos mayores de 60 días [22], lo que coincide con 
el presente estudio, dónde la mayoría de los genotipos presentaron prendimiento superior al 95%, lo que repre-
senta una buena compatibilidad entre el material injertado y el patronaje utilizado, sobresaliendo el clon uni-
versal de referencia ICS-60 (99,45%) y los genotipos promisorios regionales RMC-3 y RMC-5 (99,17 y 97,51%).

La variable de latencia osciló entre 55,62 y 82,83%, siendo menor en el genotipo RMC-4 y mayor en el RMC-
5, respectivamente, con diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). Con respecto a la mortalidad, se 
observó que el material RMC-4 mostró el mayor valor (7,12%) seguido por el RMC-2 (5,01%) sin diferencias es-
tadísticamente significativas (p<0,05), y los de menor valor fueron materiales ICS-60 y RMC-3 con 0,55 y 0,83% 
respectivamente. Diversos estudios permiten deducir que las diferencias en la formación de brotes en relación 
con la técnica de injerto, son atribuidas a los factores nutricionales y la cantidad de carbohidratos en la plántula.

Desempeño agronómico de genotipos

Las variables agronómicas a los 20 y 34 meses después de la siembra (mds), obtenidas para los factores mues-
treo (M), genotipos (G), distancias de siembra (DS) y las interacciones (MxG, GxDS, MxDS y MxGxDS), evidenció 
que para los factores M y G, las variables altura total (cm), longitud de injerto (cm), diámetro del portainjerto 
(cm), número de hojas y área de copa (m2), presentaron diferencias estadísticamente significativas (p<0,0001). 
Por otra parte, se presentaron diferencias estadísticamente significativas entre distancias de siembra para la 
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variable diámetro del portainjerto. En cuanto a las interacciones se presentaron diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05) en M x G para todas las variables (p<0,0001), en G x DS para las variables altura total, 
diámetro de portainjerto y número de hojas, en M x DS para la variable longitud de injerto, y en M x G x DS para 
las variables diámetro de portainjerto y número de hojas (Cuadro 1). 

Cuadro 1. Análisis de varianza de los efectos muestreo (M), genotipo (G), distancia de siembra (DS) y sus interacciones (MxG, GxDS, 
MxDS y MxGxDS), para variables agronómicas de genotipos a los 34 meses después de la siembra.

Variables*
p-valores basados en el estadístico de LSD Fisher

M G DS M x G G x DS M x DS M x G x DS

AT <0,0001 <0,0001 0,1564 <0,0001 0,0250 0,2317 0,0757

LI <0,0001 <0,0001 0,1219 <0,0001 0,3895 0,0434 0,0538

DP <0,0001 <0,0001 0,0015 <0,0001 0,0002 0,3539 0,0017

NH <0,0001 <0,0001 0,6683 <0,0001 <0,0001 0,6613 <0,0001

AC <0,0001 <0,0001 0,1507 <0,0001 0,2168 0,2131 0,4306

*Altura total (AT), longitud de injerto (LI), diámetro del portainjerto (DP), número de hojas (NH) y área de copa (AC).

Para el factor genotipo, se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) en todas las varia-
bles para los dos momentos de evaluación, sobresaliendo en desempeño los genotipos RMC-3 y RMC-4. Los 
genotipos RMC-2 e ICS-60 presentaron los valores más bajos respecto a las variables evaluadas, resultando 
estadísticamente diferentes (p<0,05). Con respecto al factor distancias de siembra, se presentaron diferencias 
estadísticamente significativas (p<0,05) para las variables evaluadas entre genotipos y tiempos de muestreo, 
excepto para la variable número de hojas, que no presentó diferencias estadísticas significativas entre los geno-
tipos. La distancia que tuvo mayor efecto positivo sobre las variables evaluadas fue D4 (4,0 x 4,0 m) (Cuadro 2).

El análisis de conglomerados permitió reconocer tres grupos bien diferenciados. El grupo 3 conformado por los 
genotipos RMC-2 (D4, D3, D2, D1), RMC-1 (D3), RMC-3 (D2), ICS-60 (D4, D3, D2, D1) y RMC-5 (D2) de bajo 
desempeño agronómico y con el menor número de hojas. El grupo 1 con desempeño agronómico medio y aso-
ciado a las variables diámetro de copa y diámetro de portainjerto conformado por los genotipos ICS-1 (D1, D2 
y D3), RMC-4 (D1, D2, D3, D4), RMC-5 (D3, D4), RMC-3 (D1), RMC-1 (D2 y D4) y finalmente, el grupo 2 de alto 
rendimiento agronómico y con mayor longitud de injerto y altura total conformado por los genotipos RMC-5 
(D1), RMC-1 (D1), RMC-3 (D4, D3) e ICS-1 (D4) (Figura 4). 

El genotipo RMC-4, presentó los mayores valores de biomasa para las variables peso seco de hojas (PSH 610,5 
g), peso seco tallo (PST 1890,6 g) y peso seco total (PSTa 2816 g), seguido de los genotipos RMC-2 (579, 1125 y 
2059 g, respectivamente) e ICS-1 (400,6, 1437 y 2231 g, respectivamente), sin diferencias estadísticamente sig-
nificativas (p<0,05). Los menores valores de biomasa se presentaron en los genotipos RMC-1 y RMC-3, seguido 
de ICS-60 (Figura 5). Estos resultados guardan una relación con los resultados de las variables agronómicas, en 
cuanto a que los materiales RMC-4 e ICS-1 presentaron en promedio los mayores valores.

Los genotipos RMC-4 e ICS-1 tienen mayor capacidad de fijar C en su biomasa respecto a los demás materiales, 
lo que representa un valor agregado para los productores de cacao que los adopten en sus sistemas produc-
tivos. Los compartimentos de los sistemas agroforestales (SAF) de T. cacao que más carbono almacenan son: 
suelo (52,61%), biomasa aérea (plantas de cacao y árboles de sombra) (35,86%), raíces gruesas (7,52%), raíces 
finas (4,15%), necromasa (0,32%) y hojarasca (0,32%) [23]. En un estudio anterior, determinaron para sistemas 
agroforestales de cacao, un almacenamiento de 154,91 y 344,24 t C.ha-1 a los 8 y 16 años de establecidos, res-
pectivamente [24]. Es de mencionar que, la cantidad de C almacenado por un SAF depende de la abundancia de 
árboles asociados, su estructura y área basal [25]. 
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Cuadro 2. Desempeño agronómico de genotipos promisorios y clones universales en arreglo agroforestal durante fase de establecimiento.

Factor Nivel
Momentos

****
Altura (cm)

Longitud de copa 
(cm)

Diámetro de 
portainjerto (cm) 

Número de hojas
Área de copa 

(m2)

G
en

o
ti

p
o

/c
lo

n

IC
S-

1

1 121,23 ± 5,19*d** 100,17 ± 5,48d 1,98 ± 0,11d 81,35 ± 12,85d 1,04 ± 0,15g

2 264,17 ± 7,33ab 232,08 ± 6,75ab 6,59 ± 0,15c 443,89 ± 18,17b 3,38 ± 0,21e

Media*** 192,70 ± 4,60a 166,12 ± 4,41a 4,29 ± 0,09b 262,62 ± 11,06ab 2,21 ± 0,13b

IC
S-

6
0

1 83,36 ± 5,19g 58,50 ± 5,48g 1,61 ± 0,11ef 62,95 ± 12,85de 0,81 ± 0,15gh

2 244,09 ± 7,33b 216,34 ± 6,75b 6,91 ± 0,15bc 273,90 ± 18,17c 2,16 ± 0,21f

Media 163,72 ± 4,60c 137,42 ± 4,41c 4,26 ± 0,09b 168,43 ± 11,06c 1,48 ± 0,13c

R
M

C
-1

1 94,42 ± 5,19fg 69,37 ± 5,48fg 1,73 ± 0,11de 42,60 ± 12,85e 0,59 ± 0,15h

2 253,62 ± 7,33ab 224,01 ± 6,75ab 7,11 ± 0,15ab 461,53 ± 18,17b 5,31 ± 0,21ab

Media 174,02 ± 4,60bc 146,69 ± 4,41bc 4,42 ± 0,09ab 252,07 ± 11,06b 2,95 ± 0,13a

R
M

C
-2

1 88,77 ± 5,19fg 64,43 ± 5,48fg 0,77 ± 0,11g 34,10 ± 12,85e 0,57 ± 0,15h

2 190,28 ± 7,33c 161,25 ± 6,75c 6,90 ± 0,15bc 438,78 ± 18,17b 4,46 ± 0,21cd

Media 139,52 ± 4,60d 112,84 ± 4,41d 3,83 ± 0,09c 236,44 ± 11,06b 2,52 ± 0,13b

R
M

C
-3

1 123,53 ± 5,19d 100,15 ± 5,48d 1,60 ± 0,11ef 52,90 ± 12,85de 1,06 ± 0,15g

2 262,77 ± 7,33ab 233,43 ± 6,75ab 7,48 ± 0,15a 469,23 ± 18,17b 4,99 ± 0,21bc

Media 193,15 ± 4,60a 166,79 ± 4,41a 4,54 ± 0,09a 261,06 ± 11,06ab 3,02 ± 0,13a

R
M

C
-4

1 102,61 ± 5,19ef 77,36 ± 5,48ef 1,33 ± 0,11f 44,20 ± 12,85e 0,78 ± 0,15gh

2 267,69 ± 7,33a 235,14 ± 6,75a 6,58 ± 0,15c 525,67 ± 18,17ª 5,72 ± 0,21a

Media 185,15 ± 4,60ab 156,25 ± 4,41ab 3,96 ± 0,09c 284,93 ± 11,06ª 3,25 ± 0,13a

R
M

C
-5

1 114,32 ± 5,19de 89,60 ± 5,48de 1,57 ± 0,11ef 53,85 ± 12,85de 0,73 ± 0,15gh

2 262,88 ± 7,33ab 235,89 ± 6,75a 7,29 ± 0,15ab 290,15 ± 18,17c 3,89 ± 0,21de

Media 188,60 ± 4,60a 162,75 ± 4,41a 4,43 ± 0,09ab 172,00 ± 11,06c 2,31 ± 0,13b

D
is

ta
n

ci
a 

d
e 

si
em

b
ra

D
1

1 108,78 ± 3,92b 83,40 ± 4,15b 1,64 ± 0,08d 55,30 ± 9,71b 0,86 ± 0,11c

2 246,98 ± 5,54a 216,57 ± 5,11a 7,13 ± 0,11ab 401,82 ± 13,74ª 4,59 ± 0,16a

Media 177,88 ± 3,47ab 149,99 ± 3,33ab 4,38 ± 0,07a 228,56 ± 8,36ª 2,72 ± 0,10a

D
2

1 96,03 ± 3,92c 71,33 ± 4,15c 1,46 ± 0,08de 49,53 ± 9,71b 0,66 ± 0,11c

2 249,61 ± 5,54a 218,63 ± 5,11a 6,73 ± 0,11c 410,52 ± 13,74ª 4,18 ± 0,16ab

Media 172,82 ± 3,47b 144,98 ± 3,33b 4,09 ± 0,07b 230,03 ± 8,36ª 2,42 ± 0,10b

D
3

1 103,96 ± 3,92b 80,46 ± 4,15bc 1,38 ± 0,08e 46,91 ± 9,71b 0,94 ± 0,11c

2 242,80 ± 5,54a 216,16 ± 5,11a 6,87 ± 0,11bc 423,61 ± 13,74ª 4,07 ± 0,16b

Media 173,38 ± 3,47ab 148,31 ± 3,33ab 4,13 ± 0,07b 235,26 ± 8,36ª 2,50 ± 0,10ab

D
4

1 107,36 ± 3,92b 84,56 ± 4,15b 1,57 ± 0,08de 60,80 ± 9,71b 0,73 ± 0,11c

2 258,02 ± 5,54a 227,58 ± 5,11a 7,19 ± 0,11a 422,99 ± 13,74ª 4,25 ± 0,16ab

Media 182,69 ± 3,47a 156,07 ± 3,33a 4,38 ± 0,07a 241,89 ± 8,36ª 2,49 ± 0,10ab

* Error estándar
** Valores en la columna seguidos por la misma letra no difieren estadísticamente entre tiempos para cada nivel del factor (medias 
separadas por la prueba LSD, p≥0,05)
*** Medias en cada columna seguidas por la misma letra no difieren estadísticamente entre niveles del factor (Prueba LSD, p≥0,05).
**** Momentos de muestreo: 1) 20 meses después de siembra, 2) 34 meses después de siembra. 

Jean-Alexánder Gamboa-Tabares

252

Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 19 No 1 · Enero - Junio 2021



Figura 4. Análisis multivariado (conglomerados método Ward y distancia Euclídea) para variables agronómicas de genotipos a 
diferentes distancias de siembra.

Figura 5. Producción de biomasa de genotipos establecidos en arreglo agroforestal.
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CONCLUSIONES 

Los genotipos promisorios de T. cacao evaluados representan una importante fuente de germoplasma con po-
tencial para su consolidación como clones de rápido desarrollo y producción de biomasa en etapas tempranas 
de establecimiento, destacándose los genotipos RMC-3, RMC-4 y RMC-5. No obstante, el desempeño agronó-
mico de los genotipos promisorios estuvo condicionado por la distancia de siembra, expresando su mayor po-
tencial a distancia de 4x4 m. Finalmente, se considera necesario el desarrollo de futuros estudios que evalúen la 
capacidad productiva, el comportamiento fitosanitario de los genotipos promisorios y la producción de biomasa 
y almacenamiento de C, establecidos en las diferentes distancias de siembra. 
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RESUMEN

El cacao se cultiva bajo sistemas de producción como los agroforestales y libre 
exposición solar, su uso depende de las regiones agroecológicas donde se cul-
tiva. El manejo del dosel de sombra incide en las condiciones microclimáticas 
que beneficia el comportamiento hídrico (flujo de savia Vs y potencial hídrico 
Ѱ) de la planta de cacao. Se evaluó como la modificación del dosel de som-
bra (sistemas a libre exposición solar SLE y agroforestales con media MPAR y 
baja BPAR radiación transmitida) afectan el comportamiento hídrico en árboles 
de cacao en épocas contrastantes de precipitación. Para medir el Vs y Ѱ se 
instalaron sensores de calor y psicrómetros de tallo en árboles de cacao tipo 
CCN51. Se encontró un efecto del sistema de producción y época de monito-
reo sobre el Vs y Ѱ en las plantas de cacao. El comportamiento del Ѱ fue mayor 
en SLE en las dos épocas, pero se acentuó más en la época de mínima precipita-
ción. Se encontró un comportamiento contrario en Vs, donde esta variable fue 
mayor en BPAR durante la época de mínima precipitación. De acuerdo con los 
resultados obtenidos el manejo de doseles de sombra en cultivos de cacao bajo 
climas subóptimos incide positivamente en el estatus hídrico.

ABSTRACT

Cocoa is grown under production systems such as agroforestry and full sunli-
ght exposition, its use depends on the agroecological regions where it is culti-
vated. The management of the shade canopy affects the microclimatic condi-
tions that mainly benefit the hydric behaviour (sap flow Vs and water potential 
Ѱ) in the cocoa plant. It was evaluated how the modification of the shade ca-
nopy (full sunlight exposition systems SLE and agroforestry with MPAR medium 
and low BPAR transmitted radiation) affects the water status of cocoa trees in 
contrasting periods of precipitation. For the measurement of Vs and Ѱ heat 
sensors and stem psychrometers were installed in cocoa type CCN51 trees. An 
effect of the production system and monitoring season on Vs and Ѱ was found 
in cocoa plants. The Ѱ was higher in SLE in both seasons, but it was more ac-
centuated in the period of minimum precipitation. A contrary behavior was 
found in Vs, since in minimum precipitation this variable was greater in BPAR. 
According to the results obtained, the management of shade canopies in cocoa 
crops under suboptimal climates positively affects water status.

RESUMO

O cacau é cultivado sob diferentes sistemas de produção, como agroflorestais e ex-
posição ao pleno sol, seu uso dependem das regiões agroecológicas onde é cultiva-
da. O manejo do dossel de sombra tem um impacto nas condições microclimáticas 
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que beneficiam principalmente o comportamento hídrico (fluxo de seiva Vs e potencial hídrico Ѱ) da planta do cacaueiro. Foi 
avaliado como a modificação do dossel de sombra (sistemas de exposição ao pleno sol SLE e agroflorestais com médio MPAR e 
baixa BPAR radiação transmitida) afeta o comportamento hídrico do cacaueiro em períodos contrastantes de precipitação. Para 
medir Vs e Ѱ sensores de calor e psicrômetros de caule foram instalados em cacaueiros do tipo CCN51. Evidenciou-se um efei-
to do sistema de produção e do período de monitoramento em Vs e Ѱ foi encontrado em plantas de cacau. O Ѱ foi maior no SLE 
nos dois períodos, mas foi mais acentuado no período de precipitação mínima. No entanto, um comportamento contrário foi 
encontrado em Vs, pois na precipitação mínima essa variável foi maior no BPAR. De acordo com os resultados obtidos, o manejo 
de copa de sombra em cacau em climas subótimos tem um impacto positivo no status hídrico.

INTRODUCCIÓN

El cacao se cultiva en el mundo en sitios en los cuales la precipitación varía desde 1200 hasta 4000 mm anuales 
[1, 2, 3] y la temperatura entre 21 y 32°C con un desempeño óptimo a nivel productivo [4]. Cuando el cultivo de 
cacao está expuesto a periodos prolongados de sequía se afectan de manera inmediata sus procesos fisiológicos 
(apertura de estomas, reducción de la fotosíntesis, metabolismo y respiración), como a largo plazo en procesos 
que indicen en la reducción de su crecimiento y rendimiento [5, 6, 7].

Las áreas con plantaciones de cacao en el departamento del Huila están expuestas a las variaciones climáticas 
producto del cambio climático [8, 9] debido a períodos prolongados de eventos globales como El Niño y La Niña 
[10], que aumenta la temperatura entre 1,4–4,8°C [11], generan cambios en los patrones de lluvias y regímenes 
de precipitación [12], y reducen la productividad [13]. La sensibilidad de las plantas de cacao al déficit hídrico se 
debe principalmente a características morfo lógicas de sus hojas, al presentar variaciones de area foliar que es-
tán relacionadas con la transpiración [14]; los vasos del xilema tienen mayor diámetro comparado con aquellas 
plantas que se encuentran en un estatus hídrico adecuado, y debido a este estrés las raíces se concentran entre 
0,4–0,8 m de profundidad, que limita la absorción de agua en el suelo [15] y pueden aumentar la sensibilidad del 
cacao a la cavitación en periodos de sequía [16]. Si el aporte hídrico del suelo está por debajo del requerimiento 
hídrico estimado del árbol (1400–2000 mm/año) se verá afectado el proceso de floración (reducción en la tasa 
de producción de flores y el cuajado) [11], que influyen en el rendimiento del grano [13]. 

Actualmente en Colombia el cacao es cultivado en cuatro regiones agroecológicas: departamentos de Santan-
der y Norte de Santander (altitudes entre 300 y 1200 msnm, precipitación entre 1500 y 2500 mm/año, tempe-
ratura entre 23 y 28oC), departamentos del eje cafetero, Caldas, Quindío, Risaralda, Antioquia, Santander, Nor-
te del Tolima, Boyacá (altitudes entre 500 y 1200 msnm, precipitación entre 1500 y 2000 mm/ año, temperatura 
entre 23 y 26oC), Arauca, Meta, Urabá y Bajo Cauca (altitudes entre 0 y 500 msnm, precipitación > 2500 mm/ 
año, temperatura entre 26 y 30oC), Huila, Cauca, Valle del Cauca, Tolima, Costa Atlántica (altitudes entre 0 y 500 
msnm, precipitación < 1500 mm/ año, temperatura entre 26 y 30 oC), pero estas regiones presentan condiciones 
de precipitación contrastantes (<1200 mm hasta 4000 mm anuales) [17]. 

Algunas de estas regiones no presentan restricciones en clima y suelo que afecten el rendimiento del grano de 
manera importante (suelo profundos > 100 cm, bien drenados, temperatura entre 24 y 28°C y precipitación 
anual entre 1800 y 2600 mm/año que garantizan las necesidades hídricas del cultivo), pero cultivos de cacao 
ubicados en Valles interandinos secos presentan restricciones en disponibilidad de agua con precipitaciones 
anuales < 1200 mm que pueden ser no aptas para la producción de cacao [13].

En el departamento del Huila la actividad cacaotera se concentra en 10 municipios, con mayor producción en 
Campoalegre, Rivera, Algeciras y Hobo. Esta región se caracteriza por condiciones de bosque seco tropical, con 
precipitaciones que varían entre 668 mm y 1500 mm anuales, una marcada estacionalidad de lluvias de una épo-
ca seca larga (Julio, Agosto y Septiembre) y seca corta (Enero y Febrero), alta radiación solar mensual (1498,2 
micromol m2/s) y brillo solar (6 horas de sol/día) que pueden incidir en el uso de agua por las plantas de cacao, en 
respuesta a las condiciones ambientales [18].
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Estas fluctuaciones del clima han motivado a los productores a implementar diferentes arreglos agroforestales 
con el cultivo de cacao [19, 20], como una estrategia de adaptación a condiciones subóptimas o adversas en los 
periodos secos que favorezca la producción del grano, advirtiendo que existe un efecto del tipo de árbol sobre 
las estrategias de adaptación [21]. 

Los cultivos de cacao asociado con diversas especies de árboles producen condiciones de sombra que permitan 
un adecuado desarrollo del cultivo y buen desempeño fisiológico de la planta, aprovechando su condición um-
brófila (tolerante a la sombra) [22]. Se han implementado sistemas de riego debido a la alta radiación y demanda 
hídrica, pero por sus altos costos de producción solo se ha implementado en el 0,5% del área cultivada [23, 24].

De acuerdo a esta situación, los sistemas agroforestales se convierten en una estrategia de adaptación a las 
condiciones hídricas limitantes especialmente por la alta radiación durante las épocas secas para la producción 
de cacao. El rol de los SAF para el mantenimiento del estatus hídrico en los árboles de cacao radica en la modifi-
cación de las condiciones microclimáticas lo cual incide notablemente en la transpiración. 

El potencial hídrico es el trabajo necesario para llevar el agua ligada al nivel del potencial de agua pura (MPa = 0) 
a una misma temperatura y presión atmosférica [25]. Esta variable influye en el crecimiento celular, la fotosínte-
sis y la productividad de los cultivos, y es un indicador del estado hídrico del cultivo [26]. El monitoreo del flujo 
de savia (V

s
) y del potencial hídrico del xilema (Ѱ MPa) en las especies arbóreas permite estimar la transpiración 

[27] y entender las respuestas específicas de la planta a la variación de los parámetros ambientales, la disponibi-
lidad de agua y luz [28, 29], para proponer el desarrollo de sistemas de producción estables [30].

Con base en este escenario es necesario desarrollar estudios cuantitativos sobre la respuesta de las plantas de 
cacao (productividad) al déficit hídrico y maneras de mitigación de los efectos adversos [1, 21]. El objetivo del 
presente estudio fue determinar la influencia de la cobertura arbórea sobre el estatus hídrico (dinámica del flujo 
de savia y potencial hídrico) en árboles de cacao Theobroma cacao L. en el valle interandino del norte del Huila.

MÉTODO

La investigación se realizó en el municipio de Campoalegre, Huila, (Colombia) en una finca ubicada a 2° 40’ 30,2” 
N y 75° 21’ 24,6” W, 533 msnm, temperatura promedio anual de 25,6°C, humedad relativa promedio anual de 
68%, brillo solar de 1679 horas/año y promedio de 6 horas de sol día; que corresponde a una zona de bosque 
seco tropical en la región fisiográfica del valle superior del río Magdalena. El régimen de lluvias es bimodal, con 
una precipitación media anual 1370 mm con dos picos de lluvia: marzo-mayo y octubre a noviembre.

Sistemas de producción cacaoteros 

Se utilizaron cultivos en estado productivo de cacao clonados con el genotipo CCN51 que tenían un marco de 
siembra 3 x 3 m, edad promedio de plantación de 8 años, caracterizados por los siguientes sistemas de producción 
i. a libre exposición solar (SLE) y ii. bajo sistemas agroforestales (SAF). Para los cultivos bajo SAF se experimenta-
ron dos opciones: i. con dominio de frutales (Annona muricata, Morinda citrifolia, Psidium guajava), niveles de radia-
ción transmitida baja (B

PAR
), dosel del 66% de apertura, un índice de área foliar promedio de 2,3 y una densidad de 

árboles frutales de 103 árboles en 0,01 ha ii. con dominio de especies vegetales maderables (Ochroma pyramidale, 
Cordia alliodora, Cecropia peltata y Guarea guidonia), radiación transmitida media (M

PAR
), apertura de dosel de 22%, 

un índice de área foliar promedio de 3,1 y una densidad de árboles maderables de 12 árboles en 0,01 ha. 

Las condiciones de clima y suelo fueron homogéneas para las parcelas de los sistemas de producción evaluados 
ya que se encontraban en la misma finca, una seguida de la otra. 
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Medición del flujo de savia y potencial hídrico 

El flujo de savia (V
s
) fue determinado utilizando sensores tipo SFM1 (ICT International, Armidale, Australia), 

instalados en el tronco principal de tres árboles de cacao en cada parcela (n=9), a 15 cm de altura del suelo. 
Cada sensor SFM1, está conformado por un sistema de recolección de datos (CR10X datalogger + multiplexor 
AM416, Campbell Scientific, Logan, UT, USA), programado para almacenar los datos cada diez minutos y poste-
riormente la información semanalmente en el Software ICT HRM (Versión: 2.0.5.4). Los sensores SFM1 se fun-
damentan en el método de relación de calor (Heat Ratio Method, HRM) [31]. En el tronco de cada árbol de cacao 
se instalaron dos agujas y una sonda de calor integrada a un microprocesador para determinar la velocidad del 
flujo de savia. Cada aguja está compuesta por dos termocuplas las cuales reciben el pulso de calor que incremen-
ta la temperatura en el xilema conductor y es proporcional a la velocidad del pulso de calor (V

s
/cm/h) [31, 32]. 

La V
s
, se estimó utilizando la ecuación 1. 

(Ec. 1)

Donde: 

K= Difusividad térmica en el área del xilema conductor (se asumió un valor por defecto de 0,0025 cm2/s).

x = Distancia entre la sonda de calor y cada una de las agujas (cm).

T = Aumento de la temperatura (°C) inicial con respecto a la aguja ubicada en la parte 

inferior (T
1
) y superior ( T

2
).

Para determinar el potencial hídrico del xilema (Ѱ, Mpa) se utilizaron psicrómetros de tallo PSY (ICT Internatio-
nal, Armidale, Australia) instalados a la misma altura del suelo del tronco principal del árbol donde se ubicaron 
los sensores tipo SFM1. Para el registro y almacenamiento de datos se instaló a cada psicrómetro un “datalog-
ger” Em-50 (Decagon Devices, Pullman, Washington, USA), con frecuencia de registró de diez minutos. Los da-
tos registrados fueron descargados cada semana en el Software PSY1 ICT (Versión: 2.0.5.9). El Ѱ Mpa se calculó 
según lo propuesto por [33]. 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos en dos temporadas contrastantes de precipitación (época de máxima precipitación: del 17 
de marzo al 13 de Abril del 2017 y época de mínima precipitación: del 21 de Septiembre al 11 de Octubre de 
2017), de flujo de savia y potencial hídrico fueron analizadas ajustando modelos lineales mixtos (MLM) para 
estudiar el efecto de los factores fijos (i. sistema de producción, ii. Época y iii. Hora). Se incluyeron como efectos 
aleatorios el día y las repeticiones de los árboles de cacao. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de la 
varianza se evaluaron mediante un análisis residual exploratorio. Las diferencias entre los sistemas de produc-
ción se analizaron con la prueba post-hoc de LSD de Fisher con una significación de α = 0,05. El MLM se realizó 
utilizando la función lme en el paquete nlme y las gráficas fueron realiza utilizando el paquete “ggplot2” el sof-
tware de lenguaje R, versión 3.4.4 (R Development Core Team, 2020), por la interfaz en InfoStat [34].
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RESULTADOS

Potencial hídrico

Al comparar el gradiente del potencial hídrico del xilema conductor (Ѱ), este fue mayor en el cultivo a libre 
exposición solar (SLE) en las dos épocas de monitoreo pero se acentuó más en la época seca cuando muestra 
valores de -3,08±0,1 Mpa. En los sistemas agroforestales (SAF) con maderables con medio nivel de radiación 
transmitida (M

PAR
) el valor fue intermedio (-2,29±0,1 Mpa), seguido del SAF con frutales con nivel de radiación 

transmitida baja (B
PAR

) que registró el menor valor de potencial hídrico durante la misma época (-0,75±0,1 Mpa).

Flujo de savia

En el flujo de savia (V
s
) hay un comportamiento diferente en las dos épocas climáticas en el caso de SAF con frutales 

(B
PAR

). En la época seca se alcanza el valor extremo entre las 10 y las 15 horas. En el SAF con maderables (M
PAR

) las 
curvas muestran el mismo patrón y en algunos momentos del día se presentan diferencias significativas (P<0,005). 
En el cultivo a libre exposición solar (SLE) el comportamiento es muy parecido en las dos épocas a lo largo del día. 

Se evidencia en la Figura 1, como el flujo de savia en el SAF con frutales (B
PAR

) durante la época de mínima preci-
pitación tiene el mayor valor (0,5 L h-1) a las 12 horas, seguido del SAF con maderables (M

PAR
) (0,38 L h-1) entre las 

10 y las 18 horas, frente al cultivo a libre exposición solar (SLE) con un menor valor (0,35 L h-1) entre las 12 horas. 

Figura 1. Comportamiento del flujo de savia (V
s
) y del potencial hídrico (Ѱ, Mpa) en árboles de 

cacao en SLE y SAF (B
PAR

 con frutales y M
PAR

 con maderables), en máxima y mínima precipitación. 
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Flujo de savia y potencial hídrico

Los valores del potencial hídrico (Ѱ) se correlacionan de manera negativa con el flujo de savia (V
s
 r= -0,65 

P<0,001). En la Figura 1, se observa un comportamiento opuesto entre el potencial hídrico (Ѱ) y el flujo de savia 
(V

s
), entre los sistemas de producción, durante la época seca. En las dos variables (Ѱ y V

s
) el SAF con frutales 

(B
PAR

) muestra el menor potencial hídrico y mayor flujo de savia, seguido del SAF con maderables (M
PAR

) y con los 
menores valores en el sistema de producción a libre exposición solar (SLE).

En la época de máxima precipitación el mayor flujo de savia se observa en el sistema de producción a libre ex-
posición solar (SLE) y el SAF con maderables (M

PAR
) (0,36 ±0,1 L h-1), con un menor valor en el SAF con frutales 

(B
PAR

) (0,25 L h-1), pero el potencial hídrico no tuvo el mismo comportamiento, siendo estadísticamente menor 
en el SAF (B

PAR
) (-0,3±0,1 Mpa), seguido del SAF (M

PAR
) (-0,6±0,1 Mpa) y el máximo valor en el cultivo a libre ex-

posición solar (SLE) (-1,5 ±0,1 Mpa) (P<0,01 Figura 1).

Los resultados descritos sobre el comportamiento del flujo de savia (V
s
) durante la presente investigación, son 

similares a los descritos por otros estudios [18, 22]. Las condiciones que probablemente pueden incidir sobre el 
comportamiento del estatus hídrico puede ser la variabilidad climática o la variación interanual [35, 36, 37] que 
ocasiona una alta demanda evaporativa [38] causando el cierre estomático. Estas situaciones han sido descritas 
en otros estudios específicamente para el cultivo del cacao [18, 38] en los cuales mencionan que V

s
 depende de 

los incrementos de la radiación y del déficit de vapor de presión. Esto indica el efecto del dosel de sombra sobre 
procesos de apertura y cierre estomático lo cual se refleja en la dinámica de V

s
 [38].

Para el caso del comportamiento del Ѱ que se encontró durante la investigación, se puede relacionar con una 
respuesta fisiológica de la planta a la disponibilidad de agua en el suelo y su distribución en la planta [22] que es 
limitada por variables atmosféricas [15, 18], específicamente para la época de mínima precipitación. La dismi-
nución del agua en la zona de raíces implica ejercer una mayor presión para movilizar el agua desde gradientes 
diferenciales de presión en el complejo suelo-planta-atmósfera [39, 40, 41, 42].La transpiración excesiva se con-
trola por los estomas; se evitan daños de embolia [43, 44], aunque se reducen la fotosíntesis y el rendimiento 
(producción) de la planta, causados por la sequía [45]. Se podría considerar que a partir de nuestros resultados 
probablemente las plantas de cacao tienen un compartimiento isohídrico debido a que cierran sus estomas y se 
presenta una caída en el potencial hídrico del suelo, es importante advertir que en nuestro estudio el genotipo 
evaluado es el CCN 51, ya que se ha mencionado que el genotipo puede incidir [46].

Bajo estas condiciones las plantas de cacao en el sistema a libre exposición solar (SLE) durante la época de míni-
ma precipitación, pudieron presentar un estrés hídrico severo (potencial hídrico < -1,76 Mpa) [47], por la sensi-
bilidad de la especie al déficit hídrico [8]. El mecanismo de las plantas ante el déficit hídrico en los tres sistemas 
de producción analizados reflejo la pérdida de agua de los tejidos del tallo durante la mañana y una recuperación 
nocturna, exhibiendo una fase opuesta al flujo de savia, estos cambios están estrechamente relacionados con 
factores climáticos [48, 43, 49, 50, 41] en árboles perennes en el trópico [39]. 

Los valores de potencial hídrico (-0,4 hasta -0,75 Mpa) encontrados en el SAF con frutales (B
PAR

) durante las dos 
épocas evaluadas fueron menores a 1 MPa que fisiológicamente indican un estrés hídrico moderado [47]. Esta 
acción se relaciona con la influencia del dosel sobre el microclima que permite reducir la evapotranspiración 
comparada con la situación a libre exposición solar [22]. Los resultados hallados comprueban que la cobertura 
arbórea de los árboles asociados con cacao en Sistemas Agroforestales (SAF), reduce el estrés hídrico, favorece 
el balance hídrico del cultivo [52], el flujo de savia y en consecuencia mejorar los procesos fotosintéticos y el 
rendimiento del cultivo [8, 9] en épocas de mínima precipitación. 
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CONCLUSIONES

La tendencia del flujo de savia (V
s
) durante el día en los periodos contrastantes de precipitación siguió un patrón 

similar tanto B
PAR 

y M
PAR, 

comparado con SLE. Al comparar las épocas se evidencia que el Vs fue mayor en la época 
seca (mínima precipitación) con una magnitud de 0,5 L h-1 bajo el SAF con frutales el cual tenía un bajo nivel de 
radiación transmitida (B

PAR
). Sin embargo en el sistema a libre exposición solar (SLE) el comportamiento del Vs 

no fue estadísticamente diferente.

El potencial hídrico (Ѱ) mostró los valores más altos (-0,75, -2,29 y -3,08 MPa) durante la época seca en los tres 
arreglos, pero la mayor magnitud se presentó bajo el sistemas a libre exposición solar (SLE), seguida por la con-
dición SAF maderables con radiación transmitida media (M

PAR
) y por los SAF con frutales con nivel de radiación 

transmitida baja (B
PAR

), donde las variaciones entre las épocas climáticas no son tan extremas. 

Los resultados evidencian un efecto positivo de los SAF sobre el estatus hídrico en el cultivo de cacao durante las 
dos épocas evaluadas, porque mejoran las condiciones microclimáticas que favorecen el balance hídrico del cultivo 
y reducen el estrés hídrico para que no se limite el flujo de savia, la fotosíntesis y por ende el rendimiento del cultivo. 
Además de estas los servicio ecosistémicos directos, que convierten los SAF en una estrategia adecuada de adapta-
ción al cambio climático por enriquecer y mantener la biodiversidad asociada a las áreas con plantaciones de cacao. 
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