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Atender las nuevas tendencias del consumo de alimentos

En las ultimas dos décadas el interés de los consumi-
dores por los alimentos comenzé a cambiar. El enfoque
actual contempla la inocuidad, el valor nutricional, los
atributos sensoriales y el precio de los mismos e integra,
ademas, otros factores como son los aspectos éticos de la
produccion de alimentos (preocupacion por el medio am-
biente, el bienestar animal, el origen y la transparencia en
la cadena de valor) asi como la salud y la conveniencia.

De pensarse en lo que se pierde o se desperdicia cada
ano, hay que contabilizar alrededor de unas 1.300 millo-
nes de toneladas, es decir, un tercio de los alimentos que
se producen en el mundo. En general, en las naciones
industrializadas se desperdician muchos mas alimentos
per capita que en los paises en desarrollo.

A nivel global, la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, segun sus si-
glas en inglés), apoya actualmente a unos 50 paises en
el ambito de las pérdidas y el desperdicio de alimentos y
reconoce que la asociacion innovadora para hacer fren-
te a este problema abarca a la cadena de valor, desde el
campo hasta la mesa.

En estos acuerdos, también se piensa a nivel del con-
sumidor. Se lo considera otra de las causas que originan
el desperdicio de alimentos, relacionado con la falta o
poca planificacién a la hora de hacer las compras, con-
siderar las fechas de consumo y desechar comidas evi-
tables. En la promocion de politicas destinadas a reducir
las pérdidas y desperdicios se requieren mas iniciativas
que alienten a los consumidores a planificar como a esti-
mular comportamientos de adopcién y cambios a dietas
nutritivas y seguras, con una menor huella ambiental.

En su condicion de integrante del sistema cientifico y
tecnoldgico nacional, el INTA atiende estas nuevas ten-
dencias del consumo de alimentos, las cuales presentan
importantes desafios a la industria y al sector vinculado a
la ciencia y tecnologia de los alimentos y bebidas.

El INTA ha consolidado lineas de investigacion vincu-
ladas a la inocuidad de los alimentos mediante estudios
de prevalencia y caracterizacion de los principales pato-
genos de interés en esta rama, como también en la apli-
cacion de estrategias de intervencion para el control de
los mismos.

Con relacién a la inocuidad, trabaja en la identificacion,
cuantificacion y estudios de disipacion de micotoxinas,
productos fitosanitarios, alcaloides y farmacos de uso
veterinario tanto en materias primas como en alimen-
tos terminados. Al mismo tiempo, en sus laboratorios se
estudian tecnologias térmicas como la pasteurizacion,
esterilizacion y coccién bajo vacio y no térmicas como
altas presiones hidrostaticas, biopreservacion y tecno-
logias de barrera, que permiten asegurar la inocuidad y
extender la vida util de los alimentos.

Respecto a los componentes de los alimentos y su re-
lacion con la salud, el instituto desarrolla alimentos mo-
dificados reducidos en sodio, en grasa y en azulcares;
también alimentos funcionales para lo cual se estudian
compuestos bioactivos de interés nutricional como lipi-
dos funcionales, vitaminas, polifenoles y péptidos.

En ese orden, los trabajos estan orientados al desarro-
llo de métodos analiticos para la deteccion de alérgenos
y en la evaluacion de tratamientos para reducir la alerge-
nicidad de los alimentos.

Vinculado a los aspectos éticos de la produccion, se
realizan estudios afines al bienestar animal (comporta-
miento y manejo perifaena) y al estrés animal, en cuanto
a su efecto sobre la calidad de carne y leche.

En la valorizacion de alimentos, se generan identifica-
ciones con el territorio desde mudltiples enfoques: patri-
monializacion, diferenciacion y certificacion; a lo que se
suma el desarrollo de metodologias para establecer tipi-
cidad sensorial y trazabilidad quimica o molecular.

En lo que se avizora para el sector de alimentos y be-
bidas para los proximos afos, las principales innovacio-
nes se orientan a la incorporacion y utilizacion de nuevas
tecnologias de procesamiento, de aprovechamiento de
coproductos de la industria alimentaria con énfasis en la
aplicacion de tecnologias mas limpias y la aplicacion de
las llamadas “émicas”, como son la nanotecnologia, la
biologia sintética y la impresion 3D en el desarrollo de
alimentos.

Lineas de trabajo y desarrollo de capacidades donde
el INTA no solo incursiona, sino que forma investigado-
res y técnicos e incorpora tecnologias para afrontar esos
nuevos desafios.
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fios a la industria y al sector vinculado a la ciencia y tecnologia
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DEMANDA EMERGENTE

ALIMENTOS:

el consumo responsable
trastoca paradigmas

Muy asociado a la salud, el componente sustentable es un requisito cada vez mas ponderado por
los consumidores a la hora de elegir alimentos. Prefieren conocer su procedencia, que tengan
poco procesamiento y sean amigables con el ambiente. La evolucién del campo y de la industria

y sus desafios en adelante.

POR DANIELA NOVELLI

Con mayor o menor influencia, la ali-
mentacion siempre fue una preocupacion
de las sociedades, vaya la aclaracion
para ser justos con el andlisis de la actua-
lidad. Siglos antes de Cristo, Hipdcrates
(460-357 a. C.) dijo: “Que tu alimento sea
tu medicina”. Las revueltas precedentes
a la Revolucion Francesa estuvieron mo-
tivadas por el aumento en el precio de la
harina. Cuando los espafoles fundaron
las ciudades en América, las Leyes de
Indias preveian el establecimiento de un
area de produccion de alimentos conti-

gua a la urbe, si no habia una poblacion
originaria de quien abastecerse. En E/
Matadero, Esteban Echeverria describid
los problemas sanitarios de la Buenos Ai-
res colonial. Y, en los 40 durante un Con-
greso Nacional de Nutricién, Ramén Ca-
rrillo, primer ministro de Salud del pais,
afirmé: “Hay que volver a la carbonada”,
para advertir sobre el consumo excesivo
de alimentos procesados.

De un salto a principios del siglo XXI,
el consumo de alimentos comenzd a
mostrar un viraje extendido socialmente

RIA / Vol. 44 / N.21

hacia la toma de conciencia. Consumo
responsable, moda ética, ecologia, agro-
ecologia, organico, bienestar animal, im-
pacto ambiental, alimentos funcionales,
etc., han sido términos cada vez mas
presentes en la enunciacion de diferen-
tes demandas que, como denominador
comun, denotan la preocupacion por el
cuidado del ambiente, de los recursos
naturales y de la salud.

Al calor de este imaginario, la oferta —
que contempla desde productores agro-
pecuarios hasta empresas de la industria

Alimentos: el consumo responsable trastoca paradigmas
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“El consumo responsable
se refiere a aquel
consumo basado en una
mirada 360° sobre

el plato de comida

o sobre la compra

del supermercado”
(Andrea Rochaix).

alimentaria— se mueve tan rapido como
la capacidad técnica lo permite para
entender climas de opinién, identificar
factores ponderados en la eleccion de
los alimentos, incorporar la adopcién de
tecnologias limpias, promover la reutili-
zacion de subproductos, probar innova-
ciones de |+D y elaborar productos mo-
dificados que satisfagan las expectativas
nutricionales del cliente.

Para Andrea Rochaix, coordinadora
del grupo de trabajo de Comunicacion
y Educacién de la Sociedad Argentina
de Nutricion, “no existe una definicion
especifica sobre qué es el consumo res-
ponsable de alimentos, sino que implica
varios enfoques que, en general, se re-
fieren a aquel consumo basado en una
mirada 360° sobre el plato de comida o
sobre la compra del supermercado”.

En otras palabras, la licenciada en Nu-
tricion, MN 1506, explicd que “esto quie-
re decir que no solo se mira el alimento
por su valor nutricional en si mismo, sino
que ademas se consideran otros facto-
res a la hora de la eleccion vinculados
con el ambiente, la procedencia y la dis-
minucion de los desperdicios”.

En adicién, Sergio Vaudagna, director
del Instituto Tecnologia de Alimentos del
INTA, indic6 que “el consumo de alimen-
tos seguros y saludables es un requeri-
miento cada vez mas prioritario, sobre
todo en paises desarrollados”.

De acuerdo con el especialista, ade-
mas de ser valorados por la inocuidad,

son buscados aquellos alimentos modi-
ficados que contengan niveles reducidos
de grasas, azlcares y sal y estén prepa-
rados con pocos o sin aditivos —concepto
denominado “etiquetado limpio” o clean
label en la traduccién al inglés—. Otro
aspecto de interés es la posibilidad de
que los productos tengan propiedades
“funcionales”, a partir de la incorporacion
de compuestos bioactivos beneficiosos
para la salud.

En este sentido, Lilian Corra, directora
de la Carrera de Médico Especialista en
Salud y Ambiente de la Facultad de Me-
dicina de la UBA, enfatiz6 el incremento
del consumo de “alimentos lo menos pro-
cesados posible, que incluyan poca can-
tidad de aditivos y sean lo mas directos
en la procedencia desde el productor”.

Por su parte, Diego Gauna, director del
Instituto de Prospectiva y Politicas Publi-
cas del INTA, reconocié que “las decisio-
nes relativas al consumo de alimentos se
estan volviendo cada vez mas complejas
y sofisticadas”.

El licenciado en Economia remarco
que “si bien el precio, la seguridad en
el consumo y el gusto siguen siendo
drivers fundamentales, temas como la
transparencia en la cadena de valor, la
equidad en la distribucion de los benefi-
cios al interior de las cadenas, el impacto
ambiental, el bienestar animal, el origen
del producto, la medida en que un pro-
ducto es ‘natural’, nutritivo y saludable,
entre otros aspectos, estan ganando ma-

yor peso en la toma de decisiones referi-
das al consumo de alimentos”.

Como ocurre en la dinamica social, los
cambios surgen de procesos paulatinos,
casi imperceptibles en el mientras tanto,
y, por eso, resulta dificil establecer una
fecha precisa de cuando acontecen. No
obstante, los especialistas estiman que
este giro de percepcion, interpretacion y
comportamiento en el abordaje del con-
sumo de alimentos emergié con fuerza
a principios del siglo XXI en el marco de
una tendencia global, que se profundiza-
ra de la mano de generaciones jovenes.

“En el futuro proximo, la busqueda de ali-
mentos sera cada vez mas exigente”, co-
mentd Rochaix. “Cobraran mayor impor-
tancia los denominados aspectos éticos,
aquellos vinculados al bienestar animal,
produccion sustentable, huellas ambienta-
les, compromiso social de las empresas,
entre otros”, complet6 Vaudagna.

En tal contexto de valorizacién social,
Gauna destacé que “los temas relacio-
nados a la produccién sostenible de ali-

“Las decisiones

relativas al consumo

de alimentos se estan
volviendo cada vez mas
complejas y sofisticadas”
(Diego Gauna).

Alimentos: el consumo responsable trastoca paradigmas
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Tecnologia en alimentos

Para Vaudagna, en los préximos afios, las investigaciones de
este campo de conocimiento haran énfasis en nuevas tecnolo-
gias de procesamiento, aprovechamiento de subproductos de la
agroindustria alimentaria, aplicacion de tecnologias mas limpias
y uso de nanotecnologia y biotecnologia en la elaboracion de
alimentos. De igual modo, apuntaran a abordar el disefio de
nuevos envases, el desarrollo de nuevos alimentos —como los
sintéticos o los producidos con impresion 3D—y la adopcion

de tecnologias “6micas” como metabolémica, metagendémica y
protedmica.

En este sentido, el Instituto Tecnologia de Alimentos del INTA
(ITA) avanza en la obtencién de productos frutihorticolas IV y V
Gama, a partir de la aplicacién de nuevas tecnologias de pro-
cesamiento como tecnologias térmicas —coccion bajo vacio, por
ejemplo-y no térmicas, que permiten asegurar la inocuidad de
los productos y extender su vida util. Alli, los especialistas tam-
bién trabajan en el desarrollo de productos mediante la aplica-
cion de tecnologias como altas presiones hidrostaticas y tecnolo-
gias cook-chill, como el sistema sous vide o bajo vacio.

En el instituto, se estudian otras estrategias como el pretrata-
miento de productos frutihorticolas para incrementar el contenido
de compuestos bioactivos o el aprovechamiento de subproductos
de la industria para la extraccion y utilizacion de compuestos de
interés, como los polifenoles.

Ademas, el ITA evalua diferentes aspectos de la tecnologia de
carnes y productos carnicos: inocuidad, calidad nutricional y sen-
sorial, procesamiento y estabilidad-vida util. Entre otros objetivos,
estudian los efectos que ejercen los sistemas productivos (tipos
de dietas, practicas de bienestar animal, etc.) y el procesamiento
sobre la calidad fisicoquimica, sensorial y nutricional de las car-
nes de distintas especies. En lacteos, la labor prioriza el desarro-
llo de productos funcionales y su caracterizacion fisicoquimica,
nutricional y sensorial.

Por su parte, el analisis econémico y prospectivo de los siste-
mas productivos, marcado por las tendencias de consumo y la

configuracion global del mercado agroalimentario, es llevado
adelante por equipos de investigacion en el ambito del Centro de
Ciencias Politicas, Econdmicas y Sociales del INTA, dentro del
cual se integran los institutos de Prospectiva y Politicas Publicas
y de Economia.

Entre los temas de estudio que son abordados, analizan la
geopolitica de los alimentos y la energia, la disposiciéon a pagar
por atributos de los alimentos y las caracteristicas de las balan-
zas exportadoras de los principales paises productores. Asimis-
mo, trabajan en la comprension de los impactos de las nuevas
tecnologias sobre los sistemas productivos, las dinamicas de la
produccion periurbana en las principales metrépolis latinoameri-
canas, entre otros.

RIA / Vol. 44 / N.21

mentos comenzaran a consolidarse y a
ejercer una mayor influencia sobre las
cadenas productivas y sobre las agendas
publicas y privadas de investigacion y
desarrollo en el sistema agroalimentario”.

La produccion de alimentos con atri-
butos saludables y amigables con el
ambiente “dejara de ser un nicho de
mercado para convertirse en una parte
esencial de la estrategia a lo largo de
toda la cadena de valor”, sostuvo.

El posicionamiento de lo sustentable
como valor diferencial se sobrepone a
“un tipo de consumidor que solo miraba
marcas y elegia los productos sin preo-
cuparse mucho mas que por completar
la canasta basica, con poco interés en la
informacién nutricional de las etiquetas”,
recordd Rochaix.

En cuanto al perfil, la especialista dijo
que “el consumidor medio argentino es
racional, moderado y desconfiado, prin-
cipalmente por las crisis econémicas que
le ha tocado atravesar”. “Piensa, planifi-
ca su compra, busca precios y cuestiona
las segundas marcas de los supermer-
cados, asi como ciertas promociones”,
detalld.

No obstante, asegurd que, en general,
las encuestas indican que se trata de “un
consumidor dispuesto a pagar mas por
aquellos productos que le hagan bien y
tengan un valor agregado comprobable
para la mejora de su salud”.

Alimentos: el consumo responsable trastoca paradigmas
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Segun el reporte de febrero de 2018 de
la encuesta de demanda de alimentos
que elabora la Universidad del Estado
de Oklahoma para analizar las preferen-
cias de los consumidores mes a mes, los
consumidores, en primer orden, priorizan
el gusto, la seguridad, el precio, el conte-
nido nutricional y la apariencia en el con-
sumo de alimentos. En segundo orden
de relevancia, se ubican el nivel “natural”
del producto, el bienestar animal, la con-
veniencia y el origen.

“Una lectura mas detallada de la en-
cuesta muestra que no existen diferen-
cias significativas por grupo etario en re-
lacion con la priorizacion de primer orden
(gusto, seguridad y precio), como si se
observan entre los factores de segundo
orden”, argumenté Gauna, quien agre-
g6: “Los ‘millenials’ otorgan una mayor
importancia relativa a si el producto es
‘natural’, al impacto ambiental y al bien-
estar animal en comparacion con las ge-
neraciones mas adultas”.

Para Corra, quien también se desem-
pefa como coordinadora de Posgrado
en Salud y Ambiente del Instituto para el
Desarrollo Humano y la Salud, “la gene-
racion que ronda entre los 25 y 35 afios
suele interesarse en la alimentacion y
busca informacion”. “Esta transformacion
es buena, en relacién con generaciones
anteriores que tendian a considerar la in-
formacion que recibian como hechos de
facto y, hoy, aprendimos a preguntarnos

“El consumo de
alimentos seguros

y saludables es un
requerimiento cada vez
mas prioritario, sobre
todo en paises
desarrollados”

(Sergio Vaudagna).

qué necesitamos y qué podemos procu-
rar’, alenté.

En esta linea, resalté que la disponi-
bilidad de informacién proporcionada
por las TIC ayudd a que “las personas
priorizaran la necesidad de tener una ali-
mentacion sana y acorde a la demanda
de energia que exige su estilo de vida”.
“Esta tendencia supone un consumidor
distinto, observada no solo en las muje-
res como solia suceder, sino también en
los varones”, analizé Corra.

A modo de esbozo, Rochaix detalld
que “la generacion de los millenials hace
varias cosas a la vez, actua con una ra-
pidez abrumadora y esta pendiente de
verse y sentirse bien”. “Hace compras
por Internet, se embebe de informacién
antes de realizarlas, se preocupa por el
ambiente y le importa mucho el disfrute
de la comida, es decir, la posibilidad de
ingerir alimentos que sean saludables y
ricos”, agrego.

Agroindustria en transformacion

La fragmentacion y evolucion de las
preferencias de los consumidores ge-
neran nuevos desafios y oportunidades
para la industria alimentarias e, indepen-
dientemente del tipo de mercado que se
quiera atender, la sostenibilidad tiende a
constituirse en el eje central de la pro-
duccion de alimentos.

En el contexto actual de apertura de
mercados internacionales, mas alla de
la recuperacién de los tradicionales, “el
desarrollo de alimentos premium y orga-
nicos tiene un alto potencial, asi como el
de aquellos que minimicen las huellas
hidricas y de carbono en sus procesos
de produccion”, explicé Gauna.

Sin embargo, las nuevas tendencias
globales de consumo requieren inver-
siones en investigacion que permitan
potenciar la competividad argentina. “En
el pais, el peso de la inversién privada en
|1+D es escaso y, por eso, las inversiones
publicas son esenciales para la adopcion
y desarrollo de tecnologias emergentes
que incrementen la preservacion y cali-
dad de los alimentos”, amplié Gauna.

Hacia adentro de las actividades pro-
ductivas, los especialistas coinciden en
que la mejora en la trazabilidad de los
procesos de produccion resulta un as-
pecto clave para incrementar la transpa-
rencia de la cadena y garantizar la ino-
cuidad de los alimentos. De igual modo,
la adopcién de buenas practicas agrico-
las que procuren un uso mas eficiente
de los insumos y reduzcan el impacto
ambiental.

La informacion fehaciente sobre com-
posicion y calidad de alimentos es con-
dicion imprescindible para que exista
consumo responsable. Esto implica, del
lado de la oferta, poner a disposicion da-

Alimentos: el consumo responsable trastoca paradigmas



8 ACTUALIDAD EN +D

“El principal problema
que aqueja a la
horticultura nacional

es el bajo consumo y

la alta merma registrada
en etapa logistica”
(Mariano Winograd).

tos veridicos vy, del lado de la demanda,
tener una actitud proactiva para realizar
una interpretacion adecuada de aquello
que lee, oye o ve.

“Hace falta educacion alimentaria fiable
y basada en la evidencia cientifica que
permita complejizar algunas ideas que
se instalan”, expres6 Rochaix, quien re-
saltd el rol de espacios como escuelas
y supermercados para que, desde sus
lugares, trabajen por la valoracion de los
alimentos.

En el plano productivo, Gauna puntua-
lizé: “En la actualidad, no alcanza con
adoptar buenas practicas agricolas para
acceder a un consumidor que valora dicho
atributo, sino que se deben buscar meca-
nismos de proveer informacién como la
certificacion de los procesos de produc-
cion y el etiquetado de los alimentos”.

Dilemas de la horticultura

Es repetida la sugerencia de ingerir fru-
tas y verduras, coloridas, crudas y en di-
ferentes preparaciones, para cumplir con
una dieta saludable. Pero se trata de un
consejo que, actualmente, no impregna
en la demanda al punto ideal.

De acuerdo con estimaciones de la
OMS, el consumo recomendable de
frutas y verduras es de 400 gramos por
dia, sumado al de hortalizas amilaceas
(papas, batatas, choclo, por ejemplo)
que representan entre 100 y 200 gramos

mas a la dieta diaria. En la Argentina y
en los paises de América Latina, el con-
sumo se ubica en la mitad.

“El principal problema que aqueja a la
horticultura nacional es el bajo consu-
mo y la alta merma registrada en etapa
logistica”, subraydé Mariano Winograd,
ingeniero agronomo y referente de la or-
ganizacion internacional “5 al dia” en la
Argentina. Segun datos de la FAO, las
pérdidas en el ciclo comercial-logistico
pueden ascender al 45 %.

No obstante, el experto es optimista y
mira con buenos ojos que la situacion
tienda a revertirse a partir de la preemi-
nencia de la idea de sustentabilidad en el
imaginario social, que concibe con cier-
tos reparos.

“En la percepcion actual se conjuga
cierta preocupacién, responsabilidad
ambiental, compromiso con la salud, lo
cual es positivo, pero el consumidor no
esta del todo informado y hay algunas
palabras como organico, biolégico, eco-
légico que han adquirido un peso des-
mesurado”, afirmé Winograd.

En este sentido, pidié prudencia a la
hora de sobreestimar o demonizar el
uso de insumos de la industria quimica
y recomendo utilizarlos de manera res-
ponsable, en el marco de un esquema
de buenas practicas disefiado a partir
de una evaluacion holistica del sistema
agricola donde se emplean.

RIA / Vol. 44 / N.21
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“Los recursos genéticos y quimicos son
recursos tecnologicos que el agricultor
puede y debe usar responsablemente
para mejorar el manejo completo del
sistema, sumado a un uso eficiente del
agua y de la energia”, aclaré.

Otro de cuestionamientos que sufre el
sector frutihorticola es el precio. ¢Hay
bajo consumo por altos precios? Wino-
grad lo definié6 como “un dilema para el
que no hay una respuesta unica, simple
y fehaciente”, si se tiene en cuenta que,
por ejemplo, “la Argentina es uno de los
paises cuya poblacién toma mas gaseo-
sas por habitante y hay problemas de
obesidad infantil”.

Alimentos: el consumo responsable trastoca paradigmas
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Esto podria indicar que, si bien hay
problemas de distribuciéon en los ingre-
sos, existe un componente cultural que
prioriza a qué productos se destina el
presupuesto alimentario. “Es un anali-
sis complejo, para el que necesitamos
establecer un acuerdo que permita eva-
luar los distintos alimentos por su valor
de uso y no meramente por su valor de
cambio, porque es dificil compararlos”,
sostuvo el especialista.

En la misma linea, argument6 que “el
precio esta condicionado por la cantidad
de mermas, ya que el comercio tiene
que absorberlas con su margen”. Para
Winograd, un pais como la Argentina,
con cierta infraestructura y desarrollo,
podria proponerse reducir a la mitad
las pérdidas en un plazo aproximado de
cinco anos. “Esto generaria una enorme
transformacion en los costos de la distri-
bucion”, asegurd.

Ademas de las mermas que se gene-
ran, la logistica perjudica la sustentabili-
dad de la horticultura, sobre todo por el
costo energético que deriva del transpor-
te de alimentos frescos desde los mer-
cados centrales hacia la gran cantidad
de localidades del interior del pais que
no poseen producciones frutihorticolas
desarrolladas a escala para garantizar el
abastecimiento local.

En auge en paises de Europa y suge-
rido por la FAO, el modelo de los mer-
cados concentradores fue tomado por la
Argentina entre las décadas de 1960 y
1970 e implementado en los 80 a partir
de la apertura de mercados como el de
Buenos Aires y el de La Plata. “En aquel

momento, la idea era conformar una red
de interés nacional, ya que se creia que
la forma de modernizar era concentran-
do las operaciones para reducir la inter-
mediacion”, explicé Winograd.

Pero, una década mas tarde, el modelo
dio los primeros signos de agotamiento
y comenz6 a entenderse que los su-
permercados iban a ser los actores que
consolidaran una provisién dinamica de
alimentos. “El supermercadismo hoy
también esta en crisis, muy cuestionado
por el comercio de alimentos multiproce-
sados que no contribuyen a una buena
alimentacion”, sefald.

En este panorama de marchas y con-
tramarchas, 30 afios después, “se cree
que el transporte de productos a largas
distancias tiene un costo, principalmen-
te, ambiental y energético que no es
conveniente y hay una tendencia hacia
la puesta en valor de la proximidad, asi
como del rol de las ciudades en la pro-
duccion de frutas y verduras, que son
respondidas con soluciones tecnoldgi-
cas como la hidroponia o el cultivo en
terrazas”, analizé Winograd.

De acuerdo con el especialista, exis-
te el conocimiento tecnolégico nece-
sario para avanzar en el desarrollo de
producciones locales. “La pregunta es
quiénes seran los productores que las
van a llevar a cabo”, advirtio. En la Ar-
gentina, la labor horticola siempre estu-
vo en manos de inmigrantes —italianos,
portugueses, bolivianos— y un cambio
de este tipo exigiria un mayor caudal de
mano de obra.

A la par, remarco la importancia de
recomponer la demanda local, en el
sentido que prefiera y reconozca el pro-
ducto de su tierra. “El desafio es que los
consumidores valoricen el producto lo-
cal, a partir de una toma de conciencia”,
observo.

Por ultimo, Winograd reflexiond: “Se
vienen cambios muy grandes para el
campo Yy la industria de alimentos, de-
bido a que hay una gran toma de con-
ciencia en todas las clases sociales en
relacion con la certeza de que la alimen-
tacion que estamos llevando no es perti-
nente con el deseo de vivir muchos anos
con calidad de vida”.

Se trata de un juego de evolucion que
obliga a cambiar paradigmas.

Mas informacion: Andrea Rochaix
andrearochaix@gmail.com; Sergio
Vaudagna vaudagna.sergio@inta.gob.ar;
Lilian Corra liliancorra@gmail.com; Diego
Gauna gauna.diego@inta.gob.ar; Mariano
Winograd mariano.winograd@gmail.com

“Hace falta educacion
alimentaria fiable

y basada en la evidencia
cientifica que permita
complejizar algunas
ideas que se instalan”
(Andrea Rochaix).

Alimentos: el consumo responsable trastoca paradigmas
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AGRICULTURA SUSTENTABLE

El resguardo del sue
se transformé en el re
del siglo

En la Argentina, es la principal fuente de ingresos y motoriza la economia nacional. Gracias a la incor-
poracién de tecnologia y practicas de conservacion, en los ultimos afios, se cuadruplico la cantidad de
granos producidos por hectarea. Esto ejerce mayor presién sobre un recurso que no recibe los cuidados
adecuados. En este contexto, la sistematizacion de los lotes ayudaria a reducir la erosién del suelo y las

O

pérdidas econémicas.

POR CECILIE ESPERBENT

El extenso territorio argentino esta for-
mado por los 12 tipos de suelos conoci-
dos, una caracteristica que ubica al pais
dentro del 3 % de las tierras con mayor
aptitud agricola del planeta. El dato co-
bra mayor relevancia si analizamos que
la Argentina produce alimentos para 400
millones de personas con costos rela-
tivamente bajos y con los estandares
de calidad requeridos por los mercados
mas exigentes.

Sin embargo, los sistemas agropecua-
rios —basados en el uso del suelo—son la

principal fuente de ingresos, motorizan la
economia nacional y ejercen mayor pre-
sion sobre un recurso que no recibe los
cuidados adecuados. De hecho, un es-
tudio cientifico, realizado por especialis-
tas del Instituto de Suelos del Centro de
Investigacion de Recursos Naturales del
INTA, determiné que alrededor del 26 %
del territorio argentino presenta niveles
de erosion hidrica que superan las tasas
tolerables. De alli se desprende que al
afno se pierden alrededor de 1.500 millo-
nes de metros cubicos de suelo, dicho

El resguardo del suelo se transforma en el reto del siglo

de otro modo, una capa de 0,5 milime-
tros de espesor.

“Estamos perdiendo no solo aquellos
suelos que son la base de las produc-
ciones agropecuarias del pais, sino que
descuidamos los servicios ecosistémicos
que nos prestan, como el almacenamien-
to de carbono”, sefhalé Miguel Taboada,
director del Instituto de Suelos del INTA,
quien agrego: “Es el recurso que soporta
la biodiversidad mas rica que hay sobre
la tierra y, ademas, funciona como un fil-
tro y es un regulador de contaminantes
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“Es importante entender
que estamos hablando
de un recurso que no se
renueva en la escala de
vida humana,

debido a que recuperar
un centimetro de suelo
erosionado puede tardar
hasta 1.000 afios”

(Miguel Taboada).

inorganicos y organicos, asi como de mi-
croorganismos patdgenos y virus”.

Para Taboada, la presién que se ejer-
ce sobre el suelo esta llegando a limites
criticos. “Es importante entender que
estamos hablando de un recurso que no
se renueva en la escala de vida humana,
debido a que recuperar un centimetro
de suelo erosionado puede tardar hasta
1.000 afos”, advirtio.

En la actualidad, solo un 11 % de la su-
perficie del planeta corresponde a sue-
los con potencial agricola. Estimaciones
de la Organizacion para la Alimentacion
y la Agricultura de las Naciones Unidas
(FAO, por sus siglas en inglés) plantean
que, en los proximos 20 afos, mas del
80 % de la expansion de la superficie
cultivada se producira en América Latina
y Africa subsahariana.

Formado —en promedio— por 45 % de
arena, limo y arcilla, 5 % de material or-
ganico y 50 % de espacio poroso ocupa-
do por aire, agua y microorganismos, el
suelo es fundamental para la seguridad
alimentaria del mundo. Segun la FAO, de

59 anos de historia, 59 anos de erosion

1956

N

35.000.000 h
Datos tomadaos por

el investigador espaniol
Victor Hugo Duran

60.000.000
En el marco de una investigacion
realizada en el INTA, el ingeniera
Roberto Casas actualizd el nimerg

“El riesgo de que un
incremento de la
agricultura genere

mayor erosion

o degradacion de suelos
es real, existe, pero

lo que degrada el suelo

es la forma en que

se realiza la actividad”
(Gabriel Vazquez Amabile).

alli proviene el 95 % de los alimentos que
se consumen. Sin embargo, alrededor de
2.000 millones de hectareas estan dete-
rioradas en forma irreversible y, de las
1.500 millones que estan en uso, una ter-
cera parte posee procesos de degrada-
cién que varian de moderados a graves.

“Uno de los desafios mas significativos
que afrontara la humanidad es el deterio-
ro de los recursos naturales vy, principal-
mente, el de los suelos cultivados”, vati-
ciné Roberto Casas, director del Centro
para la Promocion de la Conservacion
del Suelo y del Agua de la Argentina
(Prosa) de la Fundacién para la Educa-
cion, la Ciencia y la Cultura (Fecic).

“El mundo no comprende que la vida so-
bre la tierra depende de las diferentes fun-
ciones que cumple esa delgada capa de
suelo que intentamos proteger. Ese man-
to fértil —que en términos generales varia
de 10 a 30 centimetros de espesor— nos
asegura la provision de alimentos y el uso
sustentable del agua”, reflexioné Casas.

A medida que aumenta la demanda
mundial de alimentos, la situacién se

h 105.000.000 h

n

vuelve mas compleja. Pero este, no es
un problema nuevo. En 1957, un grupo
de productores del centro oeste de la
provincia de Buenos Aires se reunio para
resolver una problematica comun: dete-
ner la erosion de los suelos. Asi nacio
CREA (Consorcio Regional de Experi-
mentacién Agricola).

“En los ultimos 50 afos la produccion
agricola del mundo aumenté un 30 % per
capita, es decir, que crecidé mas rapido
que la poblacion del planeta”, expresé Ga-
briel Vazquez Amabile, lider del proyecto
Ambiente de la Asociacion Argentina de
Consorcios Regionales de Experimenta-
cion Agricola (Aacrea), y aclaré: “Solo un
15 % de este incremento tuvo que ver con
la incorporaciéon de nuevas hectareas,
mientras que el 85 % restante se debid
a la adopcion de tecnologia: genética de
semillas, mayor conocimiento cientifico y
conciencia por el cuidado del suelo”.

“Sobre los mismos suelos y con las
mismas lluvias producimos muchos mas
granos por hectarea que hace 50 afios
atrés y esto es eficiencia de recursos”,
resalté Vazquez Amabile y agregé: “El
riesgo de que un incremento de la agri-
cultura genere mayor erosion o degrada-
cion de suelos es real, existe, pero lo que
degrada el suelo es la forma en que se
realiza la actividad”.

La transicién de un sistema de agricul-
tura con labranza convencional a uno
con siembra directa permitid la mejora
considerable de los rendimientos y, ade-
mas, de los niveles de materia organica
en el suelo. “No obstante, las regiones
son distintas y esto puede virar hacia es-
quemas que incluyan mas cereales en
las rotaciones junto con cultivos de co-
bertura, o planteos mixtos en siembra di-

Dato confirmado por el Centro para promocian
de la conservacion del suelo y el agua (Prosa)

Revigitn 1&cnica: Jorge Jesiis Gvozdenovich | Infogratia: Area de Comunicacidn Visual, GeCom

El resguardo del suelo se transforma en el reto del siglo
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“La lluvia se lleva

la materia organica

y los nutrientes

que estan en los primeros
20 centimetros. Es un
proceso rapido y degrada
la fertilidad del campo”
(Jorge Gvozdenovich).

recta de rotacion con pasturas para me-
jorar las propiedades del recurso”, indico
el lider del proyecto Ambiente de Aacrea.

Sistematizacion de los lotes

El vasto territorio argentino alberga
una delicada diversidad de tierras. Pero
el problema de la erosioén no es solo por
las pendientes que tienen los suelos,
sino por las lluvias: la cantidad de agua
caida por minuto y la frecuencia marcan
la diferencia y pueden hacer que el pro-
blema cambie de categoria —leve, mo-
derado o severo—.

De acuerdo con Jorge Gvozdenovich,
especialista en manejo y conservacion
de suelos del INTA Parana —Entre Rios—
, “cuando llueve, la gota golpea contra
el suelo vy, el grado y la distancia que
tenga la pendiente del paisaje hacen
que el agua que no se infiltra en el lote
tome velocidad y arrastre el mejor suelo
que tenemos”.

“La lluvia se lleva la materia organica y
los nutrientes que estan en los primeros
20 centimetros. Es un proceso rapido y
degrada la fertilidad del campo”, expreso
Gvozdenovich y advirtié: “Si no se con-
trola, la erosion reduce los rindes de los
cultivos”.

Por esto, determinar el riesgo de ero-
sion es fundamental para la conservacion
de los recursos, sobre todo porque la pér-
dida de unos pocos centimetros de suelo
puede impactar de manera irreversible
en el potencial productivo de los cultivos.

De acuerdo con Federico Fritz, espe-
cialista en suelos del area Ambiente de
Aacrea, la pérdida de productividad de
las tierras, no solo daria lugar a meno-
res rendimientos agricolas, sino también
provocaria cambios socioecondmicos en
muchas regiones. “Nuestro pais todavia
depende muchisimo de la produccion
agropecuaria para el empleo directo e in-
directo, la cadena agroindustrial y la re-
caudacion impositiva nacional, provincial

Pérdida de agua sin rotacion y sin terrazas

RIA / Vol. 44 / N.21

y municipal, por lo que conservar el sue-
lo es fundamental para la sostenibilidad
de las generaciones futuras”, analizé y
agrego: “Por esto, seguimos probando
nuevos sistemas de produccién e incor-
porando tecnologia”.

Desde hace varias décadas, la Argenti-
na centra la mayor parte de la discusion
en temas vinculados al suelo y al desa-
rrollo de tecnologias para conservarlo.
“En otros paises, no es comun la gran
participacion de productores y técnicos
a jornadas, charlas y congresos organi-
zados por asociaciones privadas como
Aacrea o Aapresid junto con el INTA, las
universidades nacionales y asesores pri-
vados”, puntualizé Fritz. Y pondero: “Esto
muestra un gran compromiso y responsa-
bilidad por proteger nuestros recursos”.

Para Juan Gaitan, especialista del Ins-
tituto de Suelos del INTA, el problema,
lejos de revertirse, tendera a agravarse
en el futuro. “El aumento en la deman-
da mundial de alimentos impulsara una

Se plerde de producir
entre 1200 y 6000 kg
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y 32 Aj

i

Se escurren
entre el 7 y 45 %

W

Se pierde de producir
entre TO0y 2700 kg
entre i3
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“La sistematizacion

de los lotes con terrazas
de evacuacion es una
estrategia sustentable y
esta comprobado

que reduce hasta

un 90 % la erosion”

(Maria Fabiana Navarro).

mayor presion de uso sobre los recursos
naturales y, sumado al cambio climatico
que provocara eventos extremos de pre-
cipitaciones mas frecuentes, acentuara
mucho mas la erosion”.

La consecuencia inmediata de la de-
gradacién “es una disminucion de la
productividad agricola, debido a su de-
terioro fisico, a la pérdida de nutrientes
y profundidad y, en casos extremos, la
pérdida total del suelo”, indicé Gaitan,
quien explicé que “todo esto contribuye
a incrementar la brecha que existe entre
el maximo rendimiento potencial de los
cultivos y el obtenido finalmente por los
productores agropecuarios”.

“La expansion de la frontera agrope-
cuaria, sobre todo en la region subhiume-
da pampeana y chaquefia, mediante la
incorporacion de tierras al cultivo inten-
sivo de granos —especialmente de soja—
reduce la proteccion que tiene el suelo
de la vegetacion vy, junto con el sobre-
pastoreo en zonas aridas y semiaridas,
provocaron un aumento de la erosioén hi-
drica en las Ultimas décadas en el pais”,
explico Gaitan.

Guardianes del suelo

Cada centimetro de suelo fértil que se
pierde tiene un costo econémico. Patri-
cia Carfagno, una de las autoras del tra-
bajo que estima la pérdida de suelo en la
Argentina, sefiald que “la soja rinde 95
kilos de granos menos por hectarea, el
maiz 273 kilos y el trigo hasta 71 kilogra-
mos menos”. Y agregé: “Si a estos nu-
meros se los analiza en términos econo-
micos, la pérdida total superaria los 29,9
millones de ddlares al afio”.

En ese contexto, la formula para una
produccién mas sustentable es una agri-
cultura que proteja y aproveche mejor
los recursos. “La sistematizacion de los
lotes con terrazas de evacuacién es una
estrategia sustentable y estd comproba-
do que reduce hasta un 90 % la erosién”,
aseguré Maria Fabiana Navarro, espe-
cialista del INTA y coautora del libro pu-
blicado por el instituto en diciembre de
2017.

De todos modos, la difusién y rapida
adopcion de la siembra directa en los
campos argentinos ayudd a amortiguar
el impacto de la erosién en lotes que se
trabajaban con labranza tradicional —im-

En el marco de la Alianza Mundial por el Suelo (AMS), la Asociacion
Argentina de Productores en Siembra Directa (Aapresid) recibio el

premio Glinka World Soil Prize.

Se trata del galardén que otorga la FAO a personas y organizacio-
nes que contribuyen a la promocion de la gestidn sostenible del sue-
lo y la proteccion de los recursos. Es la primera vez que una entidad
argentina recibe un estimulo como este.
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plicaba el corte y movimiento total o par-
cialmente de los primeros 15 centimetros
de suelo-.

Preocupados por la erosién que afec-
taba a los suelos, en 1989, un grupo de
productores impulso la evolucién del pa-
radigma agricola mediante la difusion de
la siembra directa. Asi, desde hace mas
de 30 afios, la Asociacion Argentina de
Productores en Siembra Directa (Aa-
presid) adopta e impulsa la difusion de
una agricultura sustentable, basada en
el uso racional e inteligente de los recur-
sos naturales mediante el acceso al co-
nocimiento y la innovacion tecnolégica.

“La siembra directa por si sola no al-
canza para controlar la pérdida de sue-
lo”, aseguré Pablo Guelperin, profesor
de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de Entre Rios
(UNER) y técnico de Aapresid, y afiadio:
“Cuando uno recorre los lotes puede ver
que el ritmo de la erosion es considera-
blemente menor, en comparacién con
campos en los que se usaban arados
para labrar y remover el suelo”.

Sin embargo, “no debemos perder de
vista que hay sefales, como los peque-
fos surcos originados por el relieve, mas
las huellas que dejan las maquinas que
generan carcavas que permanecen de
una campafa a otra”, alertdé Guelperin
y agrego: “Con una buena rotacion de
cultivos y cultivos de servicio —llamados
cultivos de cobertura—, se mejora el sis-
tema, protege el suelo y aporta nuevas
soluciones a otras variables, como el
control de malezas y la incorporacién de
nutrientes y materia organica al suelo”.
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Terrazas

En la Argentina, como consecuencia
del aumento en la produccion de granos
y carnes productores e ingenieros agro-
nomos tuvieron que profundizar el es-
tudio y conocimiento del suelo y de los
procesos erosivos.

En 1968, el Programa de Desarrollo de
las Naciones Unidas (PNUD), la Organi-
zacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) y el
Instituto Nacional de Tecnologia Agrope-
cuaria (INTA) establecieron el Proyecto
de Conservacién de Suelos en Entre
Rios, nordeste de Buenos Aires, sureste
de Cérdoba y sur de Santa Fe (Proyecto
ARG 26. 1968).

Terrazas para conservar y producir

Terrazas de base angosta o no sembrable

La agudizacion del ingenio, los llevd a
darle mayor difusion y poner en practica
la siembra de cultivos en contorno para
controlar la erosiéon. “Fue una técnica
sencilla, eficaz y basica para la conser-
vacion; aumentaba la produccion, dismi-
nuia la escorrentia y reducia la pérdida
de suelo”, describié Gvozdenovich.

ARos mas tarde, las investigaciones se
orientaron hacia terrazas a nivel y terra-
zas con caida progresiva y otras técni-
cas de conservaciéon, como franjas de
cultivos, rotaciones y el efecto del mane-
jo de los rastrojos.

Segun datos del Prosa, en la Argentina,
por el tipo de paisaje e intensificacion de las
actividades agropecuarias, seria recomen-

Recomedada para suelos poco prafundos, arcillosos o imparmeables.,

Lomo o bondo

Area de escormentia
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dable la realizacion de cultivos en terrazas,
en unas cuatro millones de hectareas.

Sin embargo, la realidad es otra. “En la
actualidad, se estima que la superficie sis-
tematizada con terrazas para el control de
la erosién llega a unas 900.000 hectareas”,
confirmé Casas y analizé: “Es imperioso
que la aplicacion de esta tecnologia se
extienda a las tierras onduladas de Salta,
Jujuy, San Luis y algunos sectores de San-
tiago del Estero, ademas de continuar su
difusion en la regién pampeana, principal-
mente en el sudeste de Cdérdoba, sur de
Santa Fe y norte y sur de Buenos Aires”.

La Estacion Experimental Agropecua-
ria del INTA en Parana —Entre Rios— es
pionera en el desarrollo de tecnologias

e
canal para desagie i
de agua excedente 0,2080,35m 2
} f t } } i
1adm 2a5m Paivo entre terrazas entre 50 y 100 m l1a3m 2as5m

Loma o barda

Pendierte onginal

Paifio entre tefrazas 1
0,20a0,35m
canal para desagie
de agua
| ] 1 ] 1 1 1 ] 1 ]
I T T T 1 L 1 1 L] 1
S0a 100 m 2a5m 50 a 100 m 2a5m 508 100 m 2asm 50 a 100 m ZagGm 50 a 100 m
1 ]
) 1
500 m

El resguardo del suelo se transforma en el reto del siglo

Pendiente original



Abril 2018, Argentina

para el control de la erosion hidrica. “En
la provincia, la construccion de terrazas
en los lotes hoy representa solo el 25
% del area agricola”, destacé Gvozde-
novich y agreg6: “Si tenemos en cuen-
ta que casi el 70 % de los suelos aptos
para cultivos tienen distintos grados de
erosion, vemos que todavia tenemos un
largo camino por recorrer en la preserva-
cién del recurso”.

Técnicamente, el concepto de terra-
zas explica que son terraplenes forma-
dos por bordes de tierra y canales que
se construyen de manera trasversal a la
pendiente para cortarla. De este modo,
interceptan el escurrimiento de las llu-
vias y ayudan a disminuir la velocidad
que alcanza el agua superficial; se redu-
ce la erosion y aumenta la infiltracion de
agua en el suelo.

Si bien su construccién es simple y la
inversion que implica se recupera a los
pocos anos, para su disefio y realizacion,
Carfagno explicoé que hay varios factores
que es necesario tener en cuenta como:
el clima, la topografia, las caracteristicas
del suelo, maquinaria y recursos econoé-
micos disponibles, incluso se debe con-
siderar si el trabajo sera realizado por
contratistas o por el propietario.

“Tanto las precipitaciones y el cau-
dal de agua que aporta la microcuenca
como las caracteristicas de los suelos
determinaran si se recomienda una te-
rraza de absorcién para almacenar los
excedentes de agua o una de desague

Terraza de base ancha o sembrable

Seccidn excavacion
aguas amiba
60 %

Canal para absorcitn
de agua

0.5m
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En Entre Rios, la proteccion del suelo es ley

Sancionada en Parana —Entre Rios—, el 5 de julio de 1990, la ley N°
8.318/89 declara el “interés publico por el manejo conservacionista de
los suelos de la provincia que, por sus condiciones naturales y por ac-
cién antrépica, manifiesten sintomas o susceptibilidad de degradacion”.

El objetivo de la ley fue incentivar a los productores para que adop-
ten practicas conservacionistas —terrazas de evacuacion y curvas de
nivel, entre otras— mediante una desgravacion impositiva que aliviara
el costo de inversion necesario para la implementacion de aquellas
tecnologias.

“Entre Rios es una de las pocas provincias en el mundo que tiene
una Ley para la conservacion del suelo”, manifesté Gvozdenovich y
dijo: “Prevé la reduccion del 35 % del impuesto inmobiliario por 10
afnos para aquel productor que sistematice el campo”.

Segun las caracteristicas de los trabajos de conservacion realizados,
la Ley establece —para practicas permanentes— la reduccién del Im-
puesto Inmobiliario Rural provincial sobre |la superficie afectada con
este tipo de practicas durante un plazo no mayor de diez (10) afos y
siempre que las practicas se mantengan durante ese periodo.

Para acceder al beneficio de las desgravaciones impositivas, los con-
tribuyentes del Impuesto Inmobiliario Rural, deberan presentar ante
la Direccién de Suelos y Aguas un Plan de Manejo y Conservacion,
avalado por un estudio técnico efectuado por un ingeniero agrénomo
matriculado, previamente visado por el Colegio de Profesionales de
la Ingenieria de Entre Rios.

“Hay un camino largo por recorrer en la conservacion del suelo”, ase-
guré Taboada y puntualizé en la aplicacion y cumplimiento de leyes

y regulaciones sobre el uso y conservacion de los recursos. “Entre
Rios es pionera en el fomento de practicas conservacionistas”.

“Es importante entender que, a pesar de que el suelo tenga un pro-
pietario, es un bien de uso social que debe ser conservado y mejora-
do para las generaciones futuras”, resumio Taboada.
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para conducirlos fuera del lote”, detalld
Carfagno y afiadié: “Cuando son suelos
profundos y permeables se puede hacer
cualquier tipo de terraza, en cambio, en
suelos poco profundos, arcillosos o im-
permeables, es recomendable construir-
las con gradiente que permitan la salida
de los excedentes hidricos”.

En este sentido, Guelperin puso el foco
en la necesidad de generar conciencia
sobre la importancia que tiene la siste-

El impacto productivo de la pérdida de suelo

1 ha en 1 afio

matizacion del lote y el mantenimiento
de las terrazas. “Muchas veces, los pro-
yectos no se realizan con el tiempo ne-
cesario para que los canales y lugares
criticos sean cubiertos con algun cultivo,
antes de que se envien los caudales
conducidos”, advirtio.

En San Luis, un 15 % de la superficie es
susceptible a la erosion y se puede sis-
tematizar. Juan Cruz Colazo, investiga-
dor en manejo y conservacion de suelos
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“El riesgo de erosion
aumento considerablemente
debido al incremento de
lluvias extremas,

la disminucion de la
cobertura vegetal por la
simplificacion de los
sistermas de produccion

y las malas practicas de
manejo, como la siembraa
favor de la pendiente”
(Juan Cruz Colazo).

del INTA, indicé que “en la provincia, los
suelos necesitan proteccién porque son
fragiles, poseen una débil estructuracion
y un bajo contenido de materia organica”.

En los ultimos afos, “el riesgo de ero-
sion aumentd considerablemente debi-
do al incremento de lluvias extremas, la
disminucion de la cobertura vegetal por
la simplificaciéon de los sistemas de pro-
duccion y las malas practicas de manejo,
como la siembra a favor de la pendien-
te”, marcé Colazo.

En las zonas mas vulnerables, como en
la cuenca de La Petra, EI Morro y otros
sectores serranos, las terrazas ayuda-
rian a reducir la velocidad del escurri-
miento superficial del agua y disminuiria
su efecto erosivo. “Su construcciéon me-
jora visiblemente las consecuencias en
los suelos, por un lado, disminuyen los
riesgos de encharcamiento e inundacién
y, por el otro, en el primer afio, se obser-
van incrementos en el rendimiento de los
cultivos debido a la mayor eficiencia en
el uso del agua”, argumentoé el especia-
lista del INTA San Luis.

En la Argentina, la erosion hidrica y e6-
lica avanzo a un ritmo que pocos pudie-
ron predecir, pero que algunos tuvieron
la responsabilidad de registrar. Segun

datos del investigador espafiol Victor
Hugo Duran, en 1956, la erosién en el
pais alcanzaba unas 35 millones de hec-
tareas. En 2005, Roberto Casas —en el
marco de una investigacion realizada en
el INTA- actualizé el numero: 60 millo-
nes de hectareas. Con un crecimiento
exponencial, el Prosa confirma en 2015
que las tierras degradadas ascienden a
100 millones de hectareas.

Responsabilidad de todos

Para proteger el suelo es necesario una
agricultura sustentable, pero también
hace falta mayor conciencia sobre la im-
portancia de su conservacién. “Resguar-
dar su integridad y sus funciones consti-
tuye un deber inexcusable, debido a que
se trata de un recurso natural estratégico
para la nacion”, manifestd Casas.

“Es necesario establecer politicas pu-
blicas, mediante la implementacion de
una Ley Nacional de Conservacion del
Suelo que promueva —mediante incen-
tivos— la aplicacién de buenas practicas
agropecuarias, especialmente en zonas
criticas”, reflexioné Casas.

En la primera investigacion realizada
por especialistas del Instituto de Sue-
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los a escala nacional en los ultimos 30
afios, con la finalidad de contribuir al
ordenamiento y manejo sustentable de
los suelos, se presenta un mapa donde
se ubican las cuatro millones de hecta-
reas sobre las que podrian realizarse
terrazas.

“Esa superficie podria ampliarse con-
siderablemente si se contempla el otor-
gamiento de incentivos a los producto-
res”, replicd Gaitan y acentud: “Nuestro
estudio es una herramienta que permite
identificar las areas mas criticas. A partir
de este conocimiento, se podrian dise-
fiar politicas publicas que propicien la
adopcion de practicas conservacionistas
para el manejo de los suelos”.

Mas informacion: Miguel Taboada
taboada.miguel@inta.gob.ar; Roberto

Casas robertoraulcasas@gmail.com;
Gabriel Vazquez Amabile
gvazquez@crea.org.ar; Jorge Gvozdenovich
gvozdenovich.jorge@inta.gob.ar; Federico
Fritz ffritz@crea.org.ar; Juan Gaitan
gaitan.juan@inta.gob.ar; Patricia Carfagno
carfagno.patricia@inta.gob.ar; Maria Fabiana
Navarro navarroderau.maria@inta.gob.ar
Pablo Guelperin aeepablo@gmail.com;
Juan Cruz Colazo colazo.juan@inta.gob.ar
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La afirmacién es de Juan Balbin, presidente del INTA, y resume la importancia que tiene para el

pais el encuentro de lideres cientificos agricolas (MACS) que sesionara en San Salvador de Jujuy
a fines de mayo. Anticipa el marco de temas para tratar y el lugar del instituto, con responsabilidad
en organizar y presidir los debates.

POR MARIO MIGLIORATI
FOTOGRAFIA MERCEDES DO EYO

Durante este afo la Argentina ejercera
la presidencia del G20, el mecanismo de
cooperacion econémica y financiera que
reune a gobiernos de naciones industria-
lizadas y en desarrollo, donde el INTA
tiene el compromiso de presidir y organi-
zar la préxima cumbre de los lideres en
ciencia y técnica de los principales orga-
nismos de los paises parte.

Con la necesidad de priorizar la susten-
tabilidad de los sistemas agropecuarios
y con una agenda relacionada con una
de las tres prioridades definidas por la
presidencia argentina para el G20 2018:
un futuro alimentario sostenible (las
otras dos son: el futuro del trabajo e in-
fraestructura para el desarrollo), a fines
de mayo se reuniran los jefes cientificos
agricolas (MACS, por sus siglas en in-
glés) en San Salvador de Jujuy.

“El INTA sera anfitrion y responsable
del séptimo encuentro”, inicia la charla
Juan Balbin. Lo que surja, como vision
del MACS, tendra “continuidad y tras-
cendencia en el encuentro de ministros y
de lideres del G20, aclara y admite: “Asi

EL MACS “representa una
oportunidad para debatir
sobre temas de la agenda
internacional”
(Juan Balbin).

sucedié en Alemania el afio pasado, de
donde se retoman y se dan continuidad
a los temas y asi sera en Japoén —organi-
zador del MACS 2019—, donde lo que se
acuerde en Argentina sera insumo”.

Dentro de los organismos que integran
el Sistema Nacional de Ciencia, Tec-
nologia e Innovaciéon nacional, el INTA
se presenta como el responsable en el
tema agro y tendra la vicepresidencia,
mientras que la presidencia recaera en
la figura del jefe de gabinete del Ministe-
rio de Agroindustria.

En dialogo con Revista RIA, acompa-
fiado por Norma Pensel, coordinadora
nacional de Investigacion y Desarrollo, y
Martin Irurueta, integrante de la Coordi-
nacion (ambos participantes por INTA de
las anteriores ediciones de MACS), sos-
tiene que “uno de los temas propuestos
esta en la salud de los suelos”. Un re-
curso clave y eslabén para la seguridad
alimentaria y el desarrollo productivo,
por cuanto satisfacer las necesidades
nutricionales de las poblaciones futuras
requiere una manera sostenible de au-
mentar la productividad agricola.

“Su preservacion resulta crucial para el
desarrollo sostenible y para garantizar la
provision de alimentos”, reconoce Balbin
en torno al tema. La salud de los suelos
preocupa a escala global y es donde la
ciencia y la tecnologia agricola juegan
un papel importante.

“EL MACS G20 es una vidriera para el agro argentino”

La antesala a lo que sucedera en Ju-
juy son los acuerdos alcanzados en la
reuniéon de Alemania. Se debatieron te-
mas con propuestas a ministros en torno
a la seguridad alimentaria y el agua, el
fomento de la sostenibilidad y la promo-
cién de la innovacion donde, ademas,
en la reunion de lideres, tuvo eco dar
forma a un mundo interconectado. Con
relevancia desde el MACS en el acceso
abierto de datos dentro del sector agro-
alimentario.

El séptimo MACS proporcionara un
ambito de informaciéon y contribuciones
sobre desafios emergentes y temas que
pueden abordarse en futuras iniciativas,
con el objetivo general de apoyar siste-
mas alimentarios sostenibles y resilien-
tes en el futuro.

POSICION PAIS

¢Cual es la posicion que asume

el pais en el séptimo MACS G20,
a través de la representacion que
asume el INTA en la organizacion del
encuentro?

Juan Balbin: en lo referente al G20,
a nivel pais representa una importante
oportunidad ya que es la primera vez
que somos sede, hecho no menor que
debe traducirse en la posibilidad de al-
canzar una mayor visibilidad y conexién
con el resto de los paises miembros.
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ariano Bosch -vicepresidente-, Juan Balbin -presidente-, y Norma Pensel -coordinadora nacional de Investigacion y Desarrollo.
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En este contexto, durante el 2018, la
Argentina es una vidriera donde el agro
representa un sector importante como
todo el conjunto que integra la agro-
industria, por lo que vemos una opor-
tunidad. Dentro de esa vidriera, que
contiene al agro, el INTA se presenta
como uno de los actores relevantes en
todo lo que significa en la actualidad, no
solo por la articulacion tecnolégica, sino
también porque integra la investigacion
y el desarrollo aplicado con la exten-
sién y transferencia. Desde ese punto
de vista, representa una oportunidad
para debatir sobre temas de la agenda
internacional.

En esa linea, el presidente del INTA
sostiene que formar parte del MACS
G20, en el capitulo que corresponde a la
reunién de los jefes cientificos agricolas,
es relevante y “es donde se establecen
lineamientos que impactan sobre las po-
liticas en investigacion y desarrollo de
los paises participantes”.

NO SOLO DECIR

Al respecto, ¢qué temas seran re-
tomados del evento de Alemania del
afo pasado, y qué nuevos temas se-
ran propuestos?

J.B.: hay un trabajo enfocado en
transmitir una forma de producir, donde
aparecen los suelos productivos vistos

desde un enfoque distinto al que esta
acostumbrado el mundo. Por lo cual, es-
tos debates nos brindan una perspectiva
que va mas alla de las problematicas que
se han discutido en ediciones anteriores
donde, ademas, nuestro pais pondra so-
bre la mesa algunos temas que son de
su interés.

En ese aspecto, los suelos son pen-
sados como la base de la produccion y
cémo, la salud de estos, aporta a la se-
guridad alimentaria; pero, también, aqui
entran enfoques referidos al ambiente.

Para los paises como Brasil y Argen-
tina, los Unicos latinoamericanos miem-
bros y a los que se suma Chile como
invitado, este nuevo orden en el debate
junto con otros 16 estados y la Union
Europea (Ver: Paises Miembros), que
representan el 85 % del producto bruto
interno de la economia mundial, permi-
te desde el MACS reconocer multiples
iniciativas en distintos niveles orientadas
para mejorar la seguridad alimentaria y
la productividad agricola de manera sos-
tenible. Un espacio que permite tomar
debida nota de las presentaciones en
términos de orientacion de decisiones
y creacion de capacidades en la aplica-
cién del conocimiento y la tecnologia.

Estos debates enmarcados en un
contexto global se generan en ambitos
donde ‘“reconocemos las oportunidades
de colaboracion global sobre un trabajo

“EL MACS G20 es una vidriera para el agro argentino”
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critico junto con los estados miembro y
las organizaciones internacionales parti-
cipantes”, precisa Balbin.

Estos aportes se plasman en un do-
cumento al final del encuentro que es
elevado como insumo a la reunién de
ministros en el area de agricultura. “Sera
en ese encuentro de ministros donde se
definira si apoyaran politicas que ayuden
a desarrollar los temas”, refiere Norma
Pensel, quien agrega: “El MACS es una
oportunidad para la ciencia y la tecnolo-
gia ligadas al agro” para que, mas alla
de las instituciones, ‘trate estos temas
como oportunidades y desafios”. Los
que se cristalizaran si cuentan “con el
apoyo de las politicas”, enfatiza.

En ese orden, “es el desafio”, dice Bal-
bin, para quien hay un trabajo centrado

En el MACS
“reconocemos las
oportunidades de

colaboracion global sobre
un trabajo critico junto
con los estados miembro
y las organizaciones
internacionales
participantes”

(Juan Balbin).
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Martin Irurueta junto a Pensel y Balbin durante la entrevista de RIA.

Desde una posicion

pais es un espacio
donde “se discuten
herramientas que hacen
viables los temas

en término de politicas”
(Martin Irurueta).

Es preciso reconocer
“las capacidades

de los miembros para
brindar soluciones

y saber cémo hacerlo”
(Norma Pensel).

“en como esas sugerencias que se ha-
cen desde ciencia y técnica pasan a ser
una politica publica”.

PROBLEMATICAS GLOBALES

Hay una posicioén global que enmar-
ca los temas, aunque resulta nece-
sario preguntar acerca del lugar de
las necesidades locales. Al respecto,
¢como se vinculan, en ese amplio re-
gistro de intereses y de actores, las
problematicas del pais?

J.B.: entendemos, tal como pasé en
Alemania, con la propuesta del tema
para la reduccién de pérdida y desper-
dicio de alimentarios, si es tomado por el
MACS vy, posteriormente, por los minis-
tros, que se transforma en una politica
global que ayuda a la competitividad y
sostenibilidad de los paises. La que re-
percute en los miembros del G20 como
en el resto de los paises.

Desde una posicion pais es un espacio
donde “se discuten herramientas que ha-
cen viables los temas en término de poli-
ticas”, expresa Martin Irurueta. Ademas,
trascendente en cuanto a “que son esas
mismas herramientas las que operativi-
zan los ministros”, respalda.

De las reuniones de MACS surgen
iniciativas como son las plataformas de
colaboracién. Un caso reciente responde
al uso de datos abiertos para la agricultu-
ra, en cuanto a sus aplicaciones y usos.
“Orientada —agrega Irurueta— a compartir
la informacién sobre practicas y sistemas
de produccién”. Otro eje donde se cen-
traliza el interés es la resistencia bacte-

“EL MACS G20 es una vidriera para el agro argentino”
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riana a los antibidticos, el cual ya ha sido
propuesto para la reunion de ministros.

De acuerdo a los entrevistados, el in-
cremento en la aparicion de cepas re-
sistentes a los antibidticos plantea un
serio reto a la comunidad cientifica, lo
que acarrea importantes consecuencias
tanto para la salud publica como para las
actividades agropecuarias.

Apoyados en el conocimiento que ge-
nera el INTA junto con otras instituciones
locales e internacionales, el abuso y la
mala administracion de antibidticos en
sistemas agropecuarios de produccion
intensiva aparecen entre las principales
causas de este problema. Un orden en
el debate donde “la voluntad politica es
necesaria para hacerle frente”, mencio-
na Pensel.

CUADRO DE SITUACION

Mas alla de las propuestas, ;qué
demanda el MACS a los paises miem-
bros en temas, por ejemplo, de resis-
tencia antibacteriana?

J.B.: a ciencia y técnica lo obliga a te-
ner tecnologias alternativas a los anti-
bidticos. La misma realidad nos muestra
que la resistencia a los antimicrobianos
es un problema realmente grave en
América Latina y en el mundo. Desde
organismos como el INTA promovemos
acciones para minimizar los efectos de
la aparicion y propagacion de bacterias
resistentes, y este aporte se logra con
buenas practicas de manejo.

Discusiones en este orden, sobre los
usos de antibidticos en sistemas agro-
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pecuarios intensivos, ya que producto
de estas practicas las bacterias multirre-
sistentes resultan en una amenaza mun-
dial y cada vez hay mas reportes sobre
productos que dejan de ser efectivos, es
donde transitan los debates del MACS
que generan las politicas que tiene el ob-
Jetivo de impactar en la produccion y la
salud animal y humana.

Ciencia y técnica tiene que ofrecer una
alternativa, de ahi que el tema vuelva.
Y, desde el punto de vista del INTA, nos
orienta en las lineas de investigacion y
nos sefiala las tendencias futuras.

No es solo una discusién de temas.
Supone proponer y propiciar el futuro en
cuanto a como incrementar la productivi-
dad de los suelos sin impactar negativa-
mente en el medio ambiente. Para ello
es preciso reconocer ‘las capacidades
de los miembros para brindar soluciones
y saber como hacerlo”, subraya Pensel,
aunque considera: “No es suficiente con
mantener esta discusion en agro”.

Por caso, comenta que las reuniones
de ministros (hay 11 areas de trabajo,
una de las cuales corresponde a Agricul-
tura) son necesariamente un ambito de
articulacion, o, como lo indica el G20 en
su presentacion, de ‘trabajo mancomu-
nado”. Un ejercicio que permite llegar con
acuerdos de politicas como, por ejemplo,
es el tema de bacterias resistentes con el
Area de Salud; y llegar asi al ambito de
la Cumbre de Lideres para que las pro-
muevan y asignen los fondos necesarios.

En ese sentido, si en Jujuy se habla-
ra del tema suelos “hay que establecer
desde lo econémico los costos y bene-
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Encuentro en la altura

Los representantes cientificos se reuniran en la capital jujefia con
el objetivo de debatir y conformar un informe de progreso sobre las
actividades relacionadas con MACS. Previamente, participaran de
un recorrido que incluye visitas técnicas durante el primer dia y que
iniciaran en Posta de Hornillos, un paraje a 2.300 m s. n. m. en ple-
na Quebrada de Humahuaca. “El desafio es mostrarles a los jefes
cientificos agricolas que el INTA tiene amplias capacidades para la
generacion, construccion y transferencia de tecnologia a través de
sus actividades de investigacion y extension”, destaca Irurueta.

En ese sentido, desde el INTA se proyecta una primera jornada
para que los jefes cientificos agricolas tomen contacto con rodeos
de llamas —provenientes de Abra Pampa- con el fin de que conoz-
can diversos aspectos en los que se trabaja desde la institucion,
entre otras actividades cientificas y técnicas. El foco estara puesto
en los procesos productivos hasta llegar a los desarrollos cientifi-
cos del INTA, como el alcanzado en nanoanticuerpos de camélidos
que dieron lugar a Rotadial. El primer kit de diagndstico basado

en nanoanticuerpos VHH para detectar y combatir la infeccion por
Rotavirus (RV), la principal causa de la diarrea neonatal.

Esto sera en el marco de la recorrida a las Salinas Grandes, el
salar de 212 km2 y limitrofe de las provincias de Salta y Jujuy, y
que continuara en la ciudad de Purmamarca. A tan solo 16 km de
esa localidad, visitaran el Instituto de Investigacién y Desarrollo
Tecnoldgico para la Pequena Agricultura Familiar (IPAF) NOA,
donde conoceran las capacidades de la instituciéon en investiga-
cion y extension. “Sera una oportunidad para entrar en dialogo con
productores de quinua, elaboradores de productos regionales y de
hilados, y con un itinerario que incluye parcelas de cultivos andinos
y de transicion agroecolégica”, explica Irurueta.

También, se incluira el parque de energias renovables. Alli se asis-
te a mas de 1.000 agricultores familiares en lo referente a sistemas
de captacion en manantiales, vegas y pequenos cursos de agua
para uso agropecuario, entre otros. Las recorridas daran el marco
de introduccion para los debates en Hornillos, donde el MACS
sesionara durante dos dias.

La agenda arranca a fines de mayo con el MACS y seguira con

la reunion de ministros de agricultura que se realizara en julio en
Buenos Aires. Las conclusiones de esos encuentros seran insumos
de la Cumbre de Lideres proyectada entre el 30 de noviembre y el
1 de diciembre en Buenos Aires.

ficios en el corto, mediano y largo plazo,
como para entender que en lo inmediato
tendra costos, pero, con una visién a 20
afios, sera: producir o no producir”, re-
marca Pensel.

Es una “manera de reorientar los pla-
nes de investigacion y los fondos que se
destinan”, observa Balbin, para explicar
que: “En la medida que se priorizan, las
demandas de investigacion van alinea-
dos a estos temas”. Y reconocer que

“EL MACS G20 es una vidriera para el agro argentino”

En esta construccion
“mundial v global,
somos un actor que
interactda con un rol
claro y en un contexto
de importancia

para el pais”

(Juan Balbin)
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como pais carecemos de esta dinamica,
no asi en paises donde las inversiones
en investigacion son importantes y donde
esta posicion adquiere peso. A su enten-
der, los temas “marcan la agenda cienti-
fica y su construccion no empieza ni ter-
mina en Argentina, ya lleva seis periodos
y continuara en Japon el proximo afio”.

ESCENARIO GLOBAL

¢ Qué sucede con temas que ya es-
tan instalados en otras agendas como
la Convencion Marco de las Naciones
Unidas sobre el Cambio Climatico?

J.B.: hay un tratamiento y abordaje
mas acotado. En el ultimo MACS se tra-
t6 el tema de distintas estrategias para la
adaptacion de especies vegetales resis-
tentes a salinidad o al estrés caldrico. Las
referencias estan incluidas en el orden del
tema y no se trabaja sobre los acuerdos
preexistentes como el Acuerdo de Paris
en Cambio Climatico. El orden acordado
es trabajar sobre la mitigacion de los efec-
tos y no sobre las fuentes o causas.

Es el cumplimiento de las politicas de
Horizonte 2020 (el programa que finan-
cia proyectos de investigacion e innova-
cion de diversas areas tematicas en el
contexto europeo) quien alinea a los pai-
ses. Por eso, “cuando sale una recomen-
dacion del G20, esta tiene su impacto en
cuanto a los compromisos por asumir ya
que esta alineada con los objetivos de
Horizonte 2020”, explica Pensel.

Asi lo plantean en cuanto a financia-
miento, duracion de los proyectos y obje-
tivos orientados en investigacion basica,
desarrollo de tecnologias, proyectos de
demostracion, lineas piloto de fabrica-
cién, innovacion social, transferencia de
tecnologia, pruebas de concepto, nor-
malizacion, apoyo a las compras publi-
cas precomerciales, capital riesgo y sis-
tema de garantias.

“Desde la Unién Europea hay una
orientacion de fondos para los temas
que se priorizan en el MACS”, comenta
Irurueta, pero aclara: “No es un tema que
se pone en discusién en las reuniones,
aunque sabemos que a los paises le sir-
ve para orientar el financiamiento”.

El INTA propone la organizacion del
MACS en un contexto donde “es parte
del entorno, parte de un engranaje que
es la Argentina y protagonista de dis-
cusiones de las que antes costaba mas
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Paises miembros

El G20 esta integrado por 19 paises y la Union Europea. En con-
junto, representan el 85 % del producto bruto global, dos tercios de
la poblacion mundial y el 75 % del comercio internacional.

Este afo le toca a la Argentina, por ser quien preside el foro, elegir
otros paises invitados. En esa eleccién propuso a Chile y Holanda.

Los paises que presiden organizaciones regionales como la Unién
Africana, la Nueva Asociacién para el Desarrollo de Africa y la
Asociacion de Naciones del Sudeste Asiatico son invitados regu-
lares del foro. En esta oportunidad, estos grupos regionales estan
representados por Ruanda, Singapur y Senegal, respectivamente.
La comunidad del Caribe (CARICOM) también fue invitada por la
Argentina y estara representada por Jamaica.

Los 19 paises son Alemania, Arabia Saudita, Argentina, Australia,
Brasil, Canada, China, Corea del Sur, Estados Unidos, Francia,
India, Indonesia, Italia, Japon, México, Rusia, Reino Unido, Suda-
frica y Turquia. En tanto, Espafia es un invitado permanente de las
reuniones del G20.

El MACS cuenta con la participacion de instituciones internacio-
nales de investigacion agricola, organizaciones e iniciativas de
cooperacion internacional, como: FAO, CABI, GFAR, GODAN,
GEOGLAM, GRA, ILRI, Iniciativa del trigo, Iniciativa “4per1000” y
OCDE, entre otras.

participar o se generaban en otros ambi-
tos”, resalta Balbin. En esta construccion
“mundial y global, somos un actor que
interactua con un rol claro y en un con-
texto de importancia para el pais”, indica
y afirma: “el MACS G20 es una vidriera
para el agro argentino”.

“EL MACS G20 es una vidriera para el agro argentino”

Mas informacion: Juan Balbin
presidencia@inta.gob.ar; Norma Pensel
pensel.norma@inta.gob.ar; Martin Irurueta
irurueta.martin@inta.gob.ar




Abril 2018, Argentina

Uso de subproductos de planta
de algodon como fuente de fibra
en dietas de engorde a corral

ARROQUY, J.1."23: LOPEZ-FERNANDEZ, C.J.%; LOPEZ, A.?

RESUMEN

Los residuos de cosecha del cultivo de algodén disponibles en el norte argentino son una fuente alternativa
de fibra larga (FL) para el reemplazo de forraje voluminoso de mayor costo (ej., heno de alfalfa o ensilajes de
gramineas) en dietas de alta concentracion energética. El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto
de la sustitucion de una fuente de FL, heno de alfalfa, por subproducto de planta de algodén (SPA) sobre el
aumento medio diario (AMD), el consumo diario de materia seca (CMS) y la conversién (CMS/AMD) en dietas
de engorde a corral. Se utilizaron 104 animales (Cruza Braford; 220 + 4 kg PV) asignados al azar a 12 corrales
(8 0 9 animales/corral) durante 68 dias. El experimento se dividié en dos etapas de evaluacion: adaptacion
(dias 0 a 19), y terminacion (dias 20 a 68). Los tratamientos (4) consistieron en el reemplazo de heno de alfalfa
(12,9% PB, 65,5% FDN) por SPA (7,2% PB, 71,4% FDN): 100% Alfalfa (SPA,), 66% Alfalfa: 33% SPA (SPA,,);
33% Alfalfa: 66% SPA (SPA,,); y 100% SPA (SPA, ). El peso promedio inicial (dia 0; P = 0,92), al final de la
adaptacion (dia 19; P = 0,26) y final (dia 68; P = 0,37) no difirié significativamente entre tratamientos. El AMD
(P >0,43), CMS (P >=0,23) y CMS/AMD (P = > 0,50) no fueron afectados por los tratamientos en ninguna
de las etapas evaluadas. Los resultados obtenidos en este experimento demuestran que el reemplazo total
o parcial de heno de alfalfa de mediana calidad por SPA en dietas altas en concentrados (>89%) no afecta
negativamente la ganancia de peso ni la conversion de la racion.

Palabras clave: engorde corral, fibra larga, subproducto algodén, concentrado, conversion, bovinos para carne.

ABSTRACT

Cotton fibre co-products available in northern Argentina are a source of effective fiber to replace high cost roughage
(e.i., alfalfa hay or silage or grasses) in finishing diets. This experiment was conducted to evaluate the effect of replacing
roughage sources (alfalfa hay) by cotton plant byproduct (SPA) on average daily gain (ADG), dry matter intake (DMI) and
feed efficiency (DMI/ADG) in feedlot diets. One hundred and four (220 + 4 kg PV) were assigned to 12 pens (8 or 9 head/
per pens) for 68 days on feed. The experiment was divided in two feeding periods: adaptation (days 0 to 19) and finishing
(days 20 to 68). Treatments consisted of replacing the roughage portion of the diet (alfalfa hay; 12.9% CP, 65.5% NDF)
by SPA (7.2% CP, 71.4% NDF): 100% alfalfa (SPA,); 66% alfalfa: 33% SPA (SPA,,); 33% alfalfa: 66% SPA (SPA,); and
100% SPA (SPA,,,). Initial (day 0; P = 0.92), adaptation (day 19; P = 0.26) and final (day 68; P = 0.37) average live weight
did not significantly differ among treatments. Moreover, ADG (P > 0.43), DMI (P > 0.23) and DMI/ADG (P > 0.50) were not
affected by treatments for both feeding periods. Results show that total or partial replacement of alfalfa roughage by SPA
in high concentrate diets (>89%) do not adversely affect live weight gain and feed efficiency.

Keywords: feedlot, effective fiber, cotton byproduct, concentrate, feed efficiency, beef cattle.
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Introduccioén

En general, los corrales de engorde utilizan dietas de ter-
minacion ricas en granos para maximizar la conversion y la
productividad animal. Sin embargo, varios estudios (Shain
et al., 1999; Galyean y Defoor, 2003; Pritchard et al., 2003)
sugieren la necesidad de incluir niveles minimos de fo-
rraje voluminoso o “fibra larga” (FL) en raciones con alto
contenido de granos para prevenir problemas de acidosis
ruminal y estimular el consumo de energia. Kreikemeier
et al. (1990) y Shain et al. (1999) reportaron incrementos
del consumo de materia seca (MS) del 5 a 10% ante la
inclusion en la dieta de FL entre 10 y 15% en comparacion
con aquellas totalmente concentradas. Sin embargo, un
consumo de proporciones excesivas de FL en raciones de
terminacion disminuye la densidad de la energia, el consu-
mo, y la productividad animal (Mertens, 1997). Galyean y
Gleghorn (2001) y Galyean y Defoor (2003) sugieren que
los requerimientos de FL para maximizar la productividad
animal oscilan entre el 3y 15% de la dieta (base seca).

La efectividad de los forrajes voluminosos, fuentes de
FL, para estabilizar el pH ruminal y estimular el consumo
de energia, depende sus las caracteristicas fisicas y qui-
micas, la concentracion de fibra detergente neutro (FDN),
la densidad volumétrica, y la capacidad tampén del mate-
rial (Defoor et al., 2002). El principal factor asociado con la
efectividad del forraje voluminoso para dietas concentra-
das es el contenido de FDN y el tamafio de particulas.

Swingle (1986) reporté que el reemplazo de heno de
alfalfa por paja de trigo en dietas para novillos en creci-
miento (65 y 80% de concentrado) y terminacion (90% de
concentrado) no afectd la respuesta productiva. Los auto-
res especularon que la paja de trigo podria haber afectado
la cinética de fermentacion y la tasa de pasaje de otros
componentes de la dieta en el rumen, cambiando el sitio y
extension de digestion. En un ensayo posterior, Moore et
al. (1990) demostraron que la sustitucion de heno de alfalfa
por paja de trigo o cascarilla de algodén, usados como fo-
rrajes en dietas mixtas, afect6 en forma diferencial la tasa
de pasaje y de digestion del grano de sorgo. La paja de
trigo estimuld la rumia y la digestibilidad de la fibra de la
alfalfa y del sorgo, no siendo afectadas por la cascarilla de
algodon. Theurer et al. (1999) compararon el heno de alfal-
fa, cascarilla de algodon, y paja de trigo como fuentes de
forraje voluminoso en dietas de terminacion. Los autores
concluyeron que las fuentes de forraje de baja calidad —
cascarilla de algodén y paja de trigo— ejercen mayor efecto
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“fibra” que los forrajes de mayor calidad (alfalfa) atribuido a
diferencias en el contenido de FDN. Resultados similares
fueron reportados por Defoor et al. (2002) en un estudio
realizado con vaquillonas en terminacion utilizando casca-
rilla de algodon (2,5, 5,9, y 12,5% de MS) y un control con
12,5% de heno de alfalfa. Otro aspecto que influye sobre
la efectividad de los forrajes voluminosos es la densidad
volumétrica (g/L), a menor densidad volumétrica mayor es
la efectividad de la fuente de forraje. Por ejemplo, el silo
de sorgo sudanense (base MS) tiene aproximadamente el
doble de la densidad del heno de alfalfa. La cascarilla de al-
gododn tiene una densidad volumétrica similar al heno de al-
falfa (140 g/L y 142 g/L respectivamente). Estos resultados
indican que la FL, como la cascarilla de algoddn, debe ser
incluida en las raciones altamente energéticas en meno-
res concentraciones en relacion con las dietas que poseen
como fraccion fibrosa una fuente de fibra de alta calidad.

El cultivo de algodén genera una elevada cantidad de
subproductos potencialmente utilizables en la alimentacion
de rumiantes, que se ha incrementado recientemente por
uso de la practica de siembra en surcos estrechos (24% vs.
39% por tonelada de algodén bruto para siembra conven-
cional y surco estrecho, respectivamente). El subproducto
de planta de algodén (SPA) es el que mayor incremento
experimenta mediante este cambio en el sistema de siem-
bra. ElI SPA consiste de hojas, bracteas, carpelos, tallos,
linter, semillas, y arena o suelo. El objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de la sustitucion de heno de alfalfa por
SPA sobre el consumo, la ganancia de peso y la conversién
en bovinos alimentados con dietas concentradas.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion del estudio

El trabajo se realizé en el Campo Experimental “La Ma-
ria” (INTA EEA Santiago del Estero, Argentina). Para este
estudio se utilizaron 52 novillos y 52 vaquillonas (cruza
Braford) distribuidos en 12 corrales balanceados por sexo
(ej., 50% machos: 50% hembras dentro de cada corral) y
agrupados en tres grupos de peso inicial similar (4 corrales
por grupo): alto = 242,8 + 4,1 kg PV, medio = 229,5 + 2,4 kg
PV, y bajo = 187,6 + 1,4 kg PV (x desvio estandar). La
duracion total del ensayo fue de 68 dias, dividido en dos
fases de evaluacion: fase de adaptacion (dia 0 a 19) y fase
de terminacion (dia 20 a 68). Antes de comenzar con el
ensayo los animales fueron tratados con antiparasitarios y

MS PB'’ FDN? FDA3
Semilla de algodén 895 247 520 289
Subproducto de planta de algodon 868 72 714 530
Maiz partido 867 100 135 37
Heno de alfalfa 871 129 655 395
Urea 990 2810 - -

Tabla 1. Composicion quimica de los ingredientes de la dieta (g/kg materia seca, MS).

'Proteina bruta. 2Fibra detergente neutro. *Fibra detergente acido.
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vitaminas A, D, E (Ilvermectina 3,15%; Vetanco S.A., Vicen-
te Lopez, Buenos Aires). También se inyectd un complejo
mineral (Yodacalcico B12-D; Chinfield S.A.).

Los tratamientos se generaron mediante el reemplazo de
heno de alfalfa de mediana calidad como fuente de fibra
larga por subproducto de planta de algodén (SPA): 10,44%
Alfalfa (SPA,), 6,93% Alfalfa: 3,41% SPA (SPA,,); 3,41%
Alfalfa: 6,93% SPA (SPA,); y 10,35% SPA (SPA,,). La
composicion quimica de los ingredientes utilizados en las
cuatro raciones se presenta en la tabla 1.

Las dietas se formularon para ser isoenergéticas, iso-
proteicas y de similares contenidos de fraccion fibrosa de
acuerdo a los requerimientos nutricionales establecidos
por el NRC (1996) de bovinos para carne (tabla 2).

Las raciones fueron suministradas dos veces por dia a
las 9:00 y 14:00 h. EI SPA se suministro sin procesamiento
alguno, mientras que el heno de alfalfa fue molido utilizan-
do un molino a martillos (diametro de zaranda de 5 cm).

Los animales se sometieron a un periodo de adaptacion
a la dieta de 19 dias. Desde el inicio del periodo de adapta-

cion se comenzo suministrando las raciones concentradas
(c.a., 10% fibra larga), pero con oferta controlada. La oferta
diaria se fue incrementando gradualmente hasta el dia 19,
y ajustandose mediante lectura de comedero hasta el final
del ensayo (dia 68). Los rechazos de la racion se cuan-
tificaron mediante el uso de la lectura diaria de comede-
ro, ajustado con una pesada semanal del remanente. Una
porciéon semanal de los rechazos (por corral) fue secada
en estufa de aire forzado a 55 °C. Con los rechazos colec-
tados semanalmente, se realizé una muestra compuesta
para el posterior analisis quimico en laboratorio. El consu-
mo diario de materia seca (CMS) y nutrientes se cuantifico
mediante la diferencia entre la oferta diaria y los rechazos,
ambos corregidos sobre el contenido de MS y nutrientes.

El peso vivo inicial y final se registrd luego de 24 h de
ayuno previo a la pesada, con excepcion de la fase de
adaptacion (dia 19) que se determino el peso vivo de los
animales sin ayuno previo, al cual se le aplicé un factor de
correccion por desbaste del 4%. El aumento medio diario
de peso vivo (AMD) se estimé con las diferencias de peso
para cada periodo evaluado.

Fuente de fibra larga en la dieta’

SPA, SPA,, SPA,, SPA
Ingredientes, g/ kg MS
Maiz partido 860,6 861,1 860,7 860,0
Semilla de algodén 17,2 17,2 17,2 17,2
Urea 6,5 7,0 75 8,1
Fuente de calcio? 7,5 7,5 7,5 7,5
Cloruro de sodio 1,9 1,9 1,9 1,9
Nucleo vitaminico-mineral® 1,9 1,9 1,9 1,9
Heno de Alfalfa 104,4 69,3 34,1 -
Subproductos de la planta de algodén - 34,1 69,3 103,5
Composicion quimica de las raciones
Materia seca, g/kg MS 870 870 870 870
Proteina bruta, g/kg MS 122 121 121 120
Fibra detergente neutro, g/kg MS 193 195 197 199
FDN aportada por el voluminoso, g/kg MS 68 70 72 74
Fibra detergente acido, g/kg MS 78 83 87 92
EM (Energia metabolizable)*, Mcal’kg MS 32 32 32 32
ENg®, Mcal/lkg MS 15 15 15 15

Tabla 2. Proporcion de ingredientes y composicion quimica de las dietas.
"Fuente de fibra larga (SPA = subproducto de planta de algodon), % en la dieta: SPA | =10,44% Alfalfa, SPA,, = 6,93% Alfalfa: 3,41% SPA,

SPA, = 3,41% Alfalfa: 6,93% SPA; y SPA,, = 10,35% MS SPA.
2Cal hidratada (Hidréxido de calcio) .

3Nucleo vitaminico-mineral (composicién: sulfato de cobre 2,20%, iodato de calcio 0,06%, carbonato de cobalto 0,021%; 6xido de
manganeso 10%, sulfato de zinc 10.8%, selenito de sodio 0,021%, sulfato ferroso 5,82%, carbonato de calcio 4%, monensina 10%).
‘Estimada mediante la ecuaciéon de Menke y Steingass (1988); EM (Mcal/kg MS = 3,5 - 0,035 x %FDA ).

SENg = energia neta para ganancia de peso vivo estimada segun NRC (1996).
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Con los registros de consumo corregidos por materia
seca (CMS) y de aumento de peso vivo se calculo la con-
version (CMS/AMD) sobre el CMS (kg) dividido por el AMD.

Analisis de laboratorio

Se determind la composiciéon quimica de cada ingredien-
te de la dieta ofrecida a través de procedimientos estanda-
rizados utilizados en laboratorios de forrajes. Las muestras
de alimento ofrecido y rechazado fueron secadas en estufa
con ventilacion forzada (55 °C) para la determinacion de
MS. Luego fueron molidas a 1 mm (molino numero 4 Wi-
ley, Thomas Scientific, Swedesboro, N.J.), y posteriormen-
te secadas por 24 h a 105° para el calculo del porcentaje
de MS final. Para la determinaciéon de proteina bruta (N
total) se utilizé el procedimiento de Kjeldahl descripto por
la AOAC (1980). El contenido de fibras (fibra detergente
neutro, FDN; fibra detergente acido, FDA) de los compo-
nentes de la dieta y de las muestras compuestas de rema-
nentes por corral se determinaron con el analizador de fibra
220-ANKOM (ANKOM Technology, Fairport, N.Y.) usando
el procedimiento reportado por Komarek (1993).

El contenido de energia metabolizable (EM, Mcal/kg
MS) para cada racion fue estimado mediante la ecuacion
ajustada a mezclas de dietas altas en concentrados de
Menke y Steingass (1988); EM [Mcal/kg MS] = 3,5 - 0,035
x %FDA). A su vez, la energia neta para ganancia de peso
(ENg, Mcal/Kg MS) se determind a partir de la EM utilizan-
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do la ecuacion sugerida por NRC de bovinos para carne
(1996):

ENg (Mcal/kg) = 1,42 EM - 0,174 EM? + 0,0122 EM? - 1,65

Analisis estadistico

El disefio experimental fue en bloques (3), y la unidad
experimental fue el corral. EI consumo, el peso vivo, el au-
mento medio diario, y la conversiéon de alimento se anali-
z6 utilizando el procesador Mixed del SAS (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, EE. UU.). Para el andlisis estadistico de los para-
metros de valor nutritivo de la dieta consumida se utilizaron
medidas repetidas en el tiempo (fase 0-19 dias vs. fase
20-68 dias) utilizando proc. Mixed de SAS. Las medias de
tratamientos se compararon utilizando el test de diferen-
cias minimas significativas (DMS, P < 0,05).

RESULTADOS

El peso promedio inicial (dia 0; P = 0,92), al final de la
etapa de adaptacion (dia 19; P = 0,26) y al terminar el en-
sayo (dia 68; P = 0,37) no difirieron significativamente entre
tratamientos (tabla 3). De igual manera, el AMD durante la
fase de adaptacion (dia 0 a 19 = 968 + 274; P = 0,51), ter-
minacion (dia 19 a 68 = 1255 + 149; P = 0,67), y promedio
del ensayo (dia 0 a 68 = 1176 + 144; P = 0,43) no fueron
afectados por los tratamientos.

Fuente de fibra larga en la dieta’

SPAO SPA33 SPA67 SPA100 EEM Valor de P
Peso vivo, kg

Dia 0 (inicial) 220,7 219,0 219,7 220,7 3,48 0,92

Dia 19 241,0 234,0 237,0 242,0 4,8 0,26

Dia 68 (final) 305,3 291,3 297,7 305,3 10,5 0,37

Aumento medio diario, g/d

Dia0a19 1060 793 907 1113 274 0,51

Dia 20 a 68 1317 1173 1237 1293 149 0,67

Dia 0 a 68 1247 1067 1147 1243 144 0,43

Consumo de MS, % PV/d

Dia0a19 1,87 2,07 2,00 1,92 0,32 0,87

Dia 20 a 68 3,15 2,89 3,25 3,00 0,19 0,23

Dia 0 a 68 2,77 2,64 2,88 2,68 0,20 0,53

Conversion, kg/kg

Dia0a19 4,86 7,05 5,78 4,67 2,04 0,51

Dia 20 a 68 6,12 6,26 6,71 5,93 0,72 0,61

Dia 0 a 68 5,69 6,28 6,46 5,52 0,83 0,50

Tabla 3. Efecto de la sustitucion de heno de alfalfa por subproducto de planta de algodén (SPA) sobre la productividad animal y la

conversion de la dieta.

"Fuente de fibra larga (SPA = subproducto de planta de algodoén), % en dieta base MS: SPA0 =10,44% Alfalfa, SPA33 = 6,93%, Alfalfa =
3,41% SPA; SPA67 = 3,41%, Alfalfa: 6,93% SPA; y SPA100 = 10,35% MS SPA.
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Fuente de fibra larga en la dieta’ Fase Valor de P
SPAO SPA33 SPA67  SPA100 d0a19 d20-68 EEM Fase Dieta

PB?, g/kg MS 124a’ 120b 121b 122ab 121 122 2 0,31 0,07
FDN3, g/kg MS 191 181 192 188 199a 176b 11 <0,01 0,29
FDNv*4, g/kg MS 87b 93ab 91ab 95a 101a 83b 5 <0,01 0,08
FDAS, g/lkg MS 88b 93ab 92ab 98a 98a 87b 6 <0,01 <0,05
EMS, Mcal/kg MS 3,19a 3,18ab 3,18ab 3,16b 3,16b 3,20a 0,02 <0,01 0,08
ENg’, Mcal/lkg MS 1,51a 1,50ab 1,50ab 1,48b 1,48b 1,51a 0,01 <0,01 <0,05

Tabla 4. Efecto del reemplazo de alfalfa por subproducto de planta de algodon (SPA) sobre el valor nutritivo de la dieta consumida.

'Fuente de fibra larga (SPA = subproducto de planta de algodén), % en dieta base MS: SPA0 =10,44% Alfalfa, SPA33 = 6,93%, Alfalfa =
3,41% SPA; SPA67 = 3,41% Alfalfa: 6,93% SPA; y SPA100 = 10,35% MS SPA.

2Proteina bruta.

SFibra detergente neutro.

4Fibra detergente neutro aportada por el volumen.
SFibra detergente acido.

5Energia metabolizable.

’Energia neta de ganancia de peso vivo.

8Medias con letras distintas entre columnas para dieta y fase difieren entre si segun DMS (P <0,05).

La interaccion dieta x dia de alimentaciéon no afecto el
CMS ni la conversion (CMS/AMD), por lo tanto, se reportan
los resultados promedio por dieta y etapa del estudio (dia
0a19,dia 19 a 68, y dia 0 a 68; tabla 3). EIl CMS no difirid
en el ciclo completo del ensayo (P = 0,87), las etapas del
dia0a19 (P =0,23)y del dia 19 a 68 (P = 0,53) entre los
cuatro tratamientos evaluados. El consumo medio expre-
sado como % del PV fue 1,97+0,32, 3,07+£0,19, 2,74+0,20
(* EEM) para la etapa de adaptacion, terminacion, y el ciclo
completo de engorde respectivamente.

De modo similar a lo ocurrido con el CMS y el AMD, la
conversion CMS/AMD no difirié significativamente entre
tratamientos en ninguna etapa y el ciclo completo del en-
sayo (P > 0,50). Las conversiones medias de la etapa de
adaptacion (dia 0 a 19), terminacion (dia 19 a 68), y el ci-
clo completo (dia 0 a 68) fueron 5,59+2,04, 6,26+0,72, y
5,99+0,83 respectivamente.

La interaccion etapa x dieta no fue estadisticamente
significativa para ningun parametro de calidad de la dieta
consumida. El contenido de PB y FDN no difirié estadistica-
mente entre tratamientos (P > 0,23; tabla 4) para ninguna
de las etapas de alimentacién en estudio. Sin embargo, el
contenido de PB promedio (dos etapas) tendi6 a ser mayor
en SPA, que en SPA,, y SPA_, (P = 0,07), mientras que
SPA,  presentoé valores intermedios.

Por el contrario, el contenido de FDA aumento, y la ener-
gia neta de ganancia de peso (ENg) disminuy6 en respues-
ta al reemplazo de alfalfa por subproducto de planta de al-
godon (de SPA a SPA, ; P < 0,05; tabla 4). Una tendencia
similar se observé en el porcentaje de FDN aportada por el
voluminoso (FDNv) y el contenido de energia metaboliza-
ble (EM) de la dieta consumida (P = 0,08).

En la etapa de adaptacién, el contenido de FDN, FDNv
y FDA de la dieta consumida fue mayor que en la etapa de

100

terminacion (P < 0,01; tabla 4), aunque el nivel de forraje
voluminoso no fue significativamente mayor al de la dieta
de terminacion. En cambio, la EM y la ENg fueron mayores
en la etapa de terminacion. La concentracion de PB no fue
estadisticamente diferente entre etapas.

Aunque la concentracion de FDA y FDNv aumentaron
en respuesta al incremento en la inclusién de SPA en la
fraccion voluminosa de la dieta y que la ENg disminuyo,
el consumo de FDNv y ENg fue similar entre tratamientos
(tabla 4). Solo se observaron diferencias en el consumo de
FDNv y ENg entre la etapa de adaptacion y de terminacion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este experimento la sustitucion parcial o total de heno
de alfalfa por subproducto de la planta de algodén no afec-
té la performance animal, el consumo (MS, FDNv, y ENg)
y la eficiencia de uso de la dieta con una racién de 89% de
concentrado. Sin embargo, en este aspecto en la bibliogra-
fia se observan resultados variados en desempefio animal
en respuesta a la inclusion SPA como fuente de fibra en
dietas concentradas (Bartle et al., 1994; Gill et al., 1981;
Defoor et al., 2002; McCartor et al., 1972; Theurer et al.,
1999). La inconstancia en la respuesta a la inclusion de
SPA se debe a que el desempeiio productivo y la eficiencia
no solo dependen del tipo de fuente de fibra, sino también
del nivel de inclusién de esta en la dieta. El contenido de
forraje voluminoso recomendado para dietas concentradas
oscila entre 4,5 y 13,5% (Galyean y Gleghorn, 2001), aun-
que estd mas relacionado con el contenido de FDN aporta-
da por el volumen a la dieta total que con el nivel de inclu-
sion de forraje voluminoso per se (Galyean y Defoor, 2003).

En este estudio, el AMD equivalente entre tratamientos
es coincidente con resultados previos obtenidos en un es-
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tudio similar realizado por Bartle et al. (1994) en dietas de
alta energia. Defoor et al., (2002) observaron que el con-
sumo Y la eficiencia fueron similares por el reemplazo de
alfalfa por cascarilla de algodén. No obstante, en contrapo-
sicion con nuestros resultados y los de Defoor et al. (2002),
Bartle et al. (1994) observaron que los lotes donde la fuente
de fibra larga de la racién fue SPA tuvieron mayor consumo
y menor eficiencia de uso de la dieta que los alimentados
con alfalfa como fuente de fibra larga. Guthrie et al. (1996)
reemplazaron heno de alfalfa por cascarilla de algodén o
heno de sorgo sudanés al 7,5% y al 15%. Los resultados
obtenidos mostraron que los tratamientos con heno de al-
falfa, en promedio, consumieron menos y ganaron menos
peso por dia que aquellas a las que se les ofrecié cascarilla
de algodon o heno de sorgo sudanés. Los autores sugieren
que forrajes voluminosos mas fibrosos podrian tener mayor
capacidad para estimular el consumo de energia y reducir
la acidosis que el heno de alfalfa.

En contraste con la respuesta en CMS observado en
nuestro estudio, los trabajos sobre la sustituciéon de heno
de alfalfa u otra fuente de fibra larga de buena calidad por
cascarilla de algodén muestran en su mayoria un incre-
mento del CMS (Defoor et al., 2002; Theurer et al., 1999;
Bartle et al., 1994). A diferencia de los trabajos previamente
citados, el presente ensayo se diferencia en que el conte-
nido de FDN de la cascarilla fue solo 5,9 puntos superior al
de la alfalfa, generando dietas practicamente iguales en el
contenido de FDN (rango de concentracion de FDN en die-
tas ofrecidas = 19,34 - 19,89%; tabla 2). La diferencia pe-
queia en el contenido de fibra entre forrajes voluminosos
sumada, posiblemente, a la seleccidon de la dieta por los
animales en el comedero originé dietas consumidas muy
similares en el contenido de FDN (rango de concentracion
de FDN en dietas consumidas = 18,1 - 19,2%; tabla 4).

Por una parte, la concentraciéon de energia metabolizable
de las dietas consumidas en los cuatro tratamientos fueron
cercanas al limite inferior del rango 6ptimo (EM = 3,16 a
3,45) para maximizar el AMD y la conversion de alimento
(Krehbiel et al., 2006). Por otra parte, el consumo de ENg
es congruente con niveles observados en otros estudios
(Defoor et al., 2002; Xiong et al., 1990).

Defoor et al. (2002) sugieren que el CMS y de ENg se
incrementa debido al aumento en el contenido de FDN
de la dieta por la sustitucion de alfalfa por cascarilla. En
el presente estudio se observo un incremento de FDNv y
FDA en la dieta consumida en respuesta a la sustitucion
total o parcial de alfalfa por cascarilla en la dieta. A pesar
de que el incremento de la FDA en la dieta disminuyo la
concentracion de ENg dietaria, no se reflejo un menor con-
sumo de ENg. Muchos factores influyen sobre el consumo
de ENg, entre ellos, distintas fuentes de forraje voluminoso
juegan un rol importante en dietas concentradas. Defoor et
al. (2002) sugieren que un punto importante para valorizar
una fuente de fibra larga se centra, ademas de su capa-
cidad para aminorar los problemas de trastornos digesti-
vos, en la capacidad que tiene para estimular el consumo
de ENg. En este sentido, fuentes con mayor contenido de
FDN son mas efectivas para optimizar el consumo de ENg.
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El consumo de ENg aumenta en respuesta al aporte de
FDN proveniente del forraje voluminoso. Pese a la dilucion
de la concentracién energética de la dieta, esto parece ser
compensado o sobrecompensado. Por lo tanto, en dietas
donde el consumo no esta limitado por la regulacion fisica
(llenado), el animal tiene la posibilidad de consumir energia
adicional mediante el agregado de niveles basales de fibra
de forraje voluminoso antes de que los mecanismos qui-
mioestaticos limiten el consumo (Owens et al., 1998). En
este sentido, en el presente estudio se observé que, aun-
que la concentracion de ENg disminuyo y la FDNv aumenté
por la sustitucion de alfalfa por SPA, el CMS fue similar. Lo
descripto por Owens et al. (1998) explica de algun modo
estos resultados.

Un aspecto importante asociado con la fuente de fibra es
que el incremento o el mantenimiento del consumo de ENg
frente a diluciones de la dieta estda mayormente asociado
a un aumento de la tasa de pasaje (NRC, 1996). En este
sentido cambios en la tasa de pasaje de los componentes
dietarios alteran la magnitud de digestion en los distintos
compartimientos del tracto digestivo (Owens et al., 1998).
Moore et al. (1990) evaluaron la tasa de pasaje en novillos
fistulados de rumen alimentados con dietas con 65% de
concentrado (base grano de sorgo) que contenian tres tra-
tamientos de forraje voluminoso diferencial: 35% de heno
de alfalfa, 35% de una mezcla de alfalfa con cascarilla de
algodon (50% alfalfa: 50% cascarilla), o 35% de una mez-
cla de alfalfa con paja de trigo (50% alfalfa: 50% paja de
trigo). El reemplazo de alfalfa por cascarilla de algodon in-
crement6 el CMS y tendié a aumentar la tasa de pasaje
del grano. Por lo tanto, pequefias cantidades de forrajes
voluminosos en dietas concentradas incrementan la tasa
de pasaje del grano y del fluido ruminal (Goetsch y Owens,
1986), aunque cuando el nivel es excesivo el efecto puede
ser el inverso (>50%, aumenta el tiempo de retencién).

La FDN del forraje disminuye el tiempo de retencion del
grano provocando una reduccién en su digestién a nivel
ruminal, lo cual se traduce en menor producciéon y con-
centracion de acidos grasos volatiles ruminales. Como es
conocido, los acidos grasos volatiles (AGV) juegan un rol
primordial en la regulacién del consumo en rumiantes (Bai-
le y Forbes, 1974), destacandose el propionato como uno
de los AGV mas importantes en la regulacion de consumo.
El cambio del sitio de digestion incrementa la disponibili-
dad de almidon en el intestino delgado y reduce la concen-
tracion de AGV en el rumen. Esto en parte desajustaria o
demoraria la regulacién del consumo por la reduccién en
la concentracién ruminal de AGV permitiendo mayor con-
sumo de energia que una dieta totalmente concentrada.

Finalmente, un aspecto poco considerado, pero que tam-
bién podria influir en el sitio de digestion de la dieta es que
la cascarilla de algodon contiene taninos y gosipol (aun-
que presente en niveles menores que en la semilla; Blasi
y Drouillard, 2002). Los compuestos secundarios como los
taninos y el gosipol pueden alterar la fermentacién median-
te un efecto directo sobre los microorganismos ruminales
o mediante la formacion de complejos con carbohidratos o
proteinas (Molan et al., 2001). En este sentido, se especula
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que ciertos niveles de compuestos secundarios presentes
en la fuente de forraje reducirian la produccion de acidos
grasos volatiles, y de este modo estimularian el consumo
de ENg en dietas concentradas.

A partir de los resultados obtenidos en este experimento
se concluye que el reemplazo total o parcial del heno de
alfalfa por subproductos fibrosos de algodén como fuente
de fibra larga en dietas concentradas (>89%) no influye so-
bre la ganancia de peso y la eficiencia de uso de la racion.
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Estimacion de biomasa aérea
de Grevillea robusta A. implantada
en la provincia de Misiones, Argentina

BARTH, S.R.:; BOCA, T?; GIMENEZ, A.M.3; JOSEAU, M.J.*; GAUCHAT, M.E.}; FASSOLA, H. E.*

RESUMEN

El ecosistema forestal es potencialmente un importante sumidero de carbono por ello es relevante poder
cuantificarlo. Una buena aproximacion es la obtenida a través del conocimiento de su biomasa. El presente
trabajo se realizé con datos provenientes de una plantacion de Grevillea robusta ubicada en Posadas, Mi-
siones, Argentina. El objetivo fue la generacion de modelos de estimacion de la biomasa aérea a través de
diferentes técnicas aditivas de estimacion. Se generaron modelos para cada compartimento (hojas, ramas,
corteza, fuste) y para la biomasa aérea total. Para ello se considero6 el principio de aditividad mediante mode-
los estadisticos de ajustes simultaneos. Se evaluaron modelos que consideraban como variables predictoras
al diametro a altura de pecho (dap) y altura total (h). La adicion de esta ultima variable aumenté la proporcién
de variacion explicada para la biomasa aérea de Grevillea robusta aunque esto fue practicamente impercep-
tible, con una disminucion del error estandar. En la validacion contra una muestra independiente, la biomasa
total en este caso presento un error 8,9% menor al que se dio en el modelo de una sola variable predictora.
El mejor resultado se obtuvo con modelos con transformacion logaritmica de variables. Al ser altura total una
medida de mayor dificultad de obtencion, se procedio a ajustar en forma alternativa un modelo con dap como
Unica variable predictora.

Palabras clave: modelos aditivos, minimos cuadrados ordinarios, regresiones aparentemente no relacio-
nadas, biomasa arbérea.

ABSTRACT

The forest ecosystem is a potentially significative carbon pool, so it is important for it to be quantifiable.
A good approximation is obtained through the knowledge of its biomass. This work was prepared based on
data taken from a Grevillea robusta plantation in Posadas, Misiones, Argentina. The goal was to generate
aboveground biomass estimation models through different additive estimation techniques. Models were built
for each part of a tree (leaves, branches, bark and stem) and for the total aboveground biomass. For that
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purpose, the additive principle was considered through statistical models with simultaneous adjustments. The
models assessed were those included dbh (diameter at breast height) and total height (h) as predictor va-
riables. The addition of this last variable increased the proportion of explained variance for Grevillea robusta
biomass although this was practically imperceptible. The validation contrast against independent sample, the
total biomass showed an error of 8,9 % lower than the single-variable predictive model. The best result were
obtained from models with logarithmic transformation of the variables. As total height is harder to measure, an
alternative model using only dbh as a variable was adjusted.

Keywords: additive models, ordinary least squares, seemingly unrelated regressions, tree biomass.

INTRODUCCION

Un mejor conocimiento del potencial de los productos
maderables obtenidos de la masa forestal interesa tanto
desde el punto de vista econdmico como ambiental. La im-
portancia de las estimaciones de volumenes de biomasa
para el manejo de recursos maderables y no maderables
es reconocida para mejorar la planificacion, la gestion sos-
tenible y el seguimiento de cambios en las existencias de
carbono almacenado en las forestaciones. La estimacion
de la biomasa forestal es importante en el marco de la
politica mundial de mitigacién de los efectos del cambio
climatico. En vinculacion a procesos surgidos a partir del
protocolo de Kioto y periodos posteriores, las acciones en-
caradas implican la aplicacién de tecnologias y medidas
que tiendan a una reduccion de emision de gases de efecto
invernadero y la mejora en los sumideros de estos (bos-
ques nativos e implantados, mares, entre otros). La adap-
tacion al cambio climatico no debe considerar solamente
cémo reducir la vulnerabilidad frente a los impactos nega-
tivos, sino también como beneficiarse de los positivos. Las
medidas de adaptacion deben enfocarse a corto y a largo
plazo, e incluir componentes de manejo ambiental, de pla-
neacion y de manejo de desastres. Es sobre ello que cobra
importancia una silvicultura y un manejo forestal adecua-
dos (Paladinic et al., 2009; Mc Kinley et al., 2011).

Se define a la biomasa como la masa de material o teji-
dos vegetales, expresada en término del peso seco de los
distintos compartimentos de la masa forestal (Coombs et
al., 1988). La biomasa es ampliamente empleada como in-
dicador del efecto de factores externos sobre la planta y la
productividad del rodal (luz, humedad y manejo silvicola: ta-
les como densidad de plantacion, poda y raleo, entre otros).
Mediciones a nivel individual como dap y h permiten esti-
mar la biomasa forestal a través de ecuaciones alométricas
desarrolladas a partir de métodos destructivos y pesaje de
los distintos componentes vegetales para la obtencion de su
peso seco (Eamus et al., 2000; Zianis y Mencuccini, 2004;
Zianis et al., 2005 y 2011). Si bien este proceso inicialmente
conlleva un elevado costo, es esencial a fin de proporcionar
las bases indispensables para la aplicacion a mayor escala
(grandes superficies) a través, por ejemplo, de técnicas de
teledeteccion (Goetz et al., 2009; Houghton et al., 2009).

Desde el punto de vista biolégico es importante que un
modelo de prediccion de biomasa arbérea total garantice
la aditividad de todos sus componentes (Boca et al., 2011;
Carvalho, 2003). Desde el punto de vista estadistico la
biomasa de los componentes en forma individual (hojas,
ramas, fuste, corteza) suelen estar altamente correlacio-
nados, lo cual dificulta la modelizacién aditiva simulta-
nea con métodos tradicionales. En 1962 Zellner publicé
el método SUR (seemingly unrelated regression) como
una generalizacion del modelo lineal que se compone de
varias funciones en el que cada ecuacion es valida por
si misma y puede o no ser estimada por separado, por
lo que el sistema se llama “aparentemente no relaciona-
do”. Los términos de error estaran correlacionados si se
ajusta cada ecuacion por separado empleando el método
de minimos cuadrados ordinarios (OLS). Si bien las esti-
maciones son consistentes, no son tan eficientes como a
través del método SUR, que trabaja con minimos cuadra-
dos generalizados factibles con una forma especifica de
la matriz varianza-covarianza. En el caso que nos ocupa,
cuando las ecuaciones presentan el mismo conjunto de
variables regresoras, el método SUR es recomendable.
A fin de aplicar estas técnicas en la modelizacion de la
biomasa es de utilidad el paquete Systemfit del software
R publicado por Henningsen y Hamann (2007) que permi-
te el ajuste de sistemas de ecuaciones lineales en forma
simulténea y aditiva.

El objetivo del presente trabajo fue obtener modelos de
estimacion de biomasa aérea (hojas, ramas, fuste, corte-
za y biomasa total) a través de técnicas estadisticas que
garanticen la aditividad de los componentes de biomasa
aérea y compararlos con los modelos tradicionalmente
empleados en el area de biometria forestal. Por una parte,
si bien, dada su importancia, al estudiar almacenamiento
de carbono seria de interés considerar también a la bio-
masa subterrdnea, esta no fue tomada en cuenta en el
presente trabajo por cuestiones operativas y econémicas
que dificultan su estudio (Guerra et al., 2005; Garate y
Blanco, 2013). Por otra parte, al no ser extraida la bio-
masa de raices en el aprovechamiento de nuestra masa
forestal, las raices no son priorizadas en el presente es-
tudio ya que al permanecer en el suelo no se genera una
pérdida de nutrientes al sistema.



ARTICULOS

MATERIALES Y METODOS

La muestra estuvo conformada por arboles de Grevillea
robusta extraidos de un ensayo de densidades iniciales de
plantacion instalado en Posadas, Misiones, Argentina. Se-
gun Cabrera (1976), dicha zona corresponde con la regiéon
fitogeografica de la provincia Paranaense (Dominio Ama-
zbnico) distrito de los campos (extensos pastizales en el
sur de la provincia de Misiones y NE de la provincia de Co-
rrientes). Los suelos derivan de la meteorizacion de la roca
basaltica y son arcillosos en todo su perfil. El clima segun
la clasificacion de Koppen es de tipo Cfa, macrotérmico,
constantemente humedo y subtropical (Rodriguez et al.,
2004). La precipitacion media anual en Posadas durante el
periodo 1994-2012 fue de 1866 mm. La temperatura media
en el mismo periodo fue de 22,2 °C (Datos INTA Centro
Regional Misiones, estacion meteorologica Zaiman).

Se trabajo segun la metodologia propuesta por Kohl et
al. (2006) realizando un muestreo destructivo. Se empled
un muestreo aleatorio estratificado, apeando 6 individuos
por cada densidad de plantacion, tomando 2 ejemplares
por estrato (dominante, codominante y suprimido). Las
densidades de plantacién consideradas fueron 1500, 750,
375 y 162 arboles por hectarea. Cada tratamiento consto
de 4 parcelas de forma cuadrada, 4 x 4 filas con dos filas
de bordura perimetral y un tamafio variable segun el espa-
ciamiento adoptado. Al momento de la corta la plantacién
tenia 18 afios.

La biomasa se obtuvo por el desarme total de los arbo-
les (apeo, desrame y defoliado), realizandose a campo el
pesaje del total de hojas y ramas. Una muestra del material
de hojas y ramas fue secada a 70 °C+ 2-3 °C en laboratorio
con el fin de estimar la biomasa de los distintos comparti-
mentos (Fassola et al., 2010; Schlegel et al., 2000). Para
ello, se realizo el pesaje de las muestras en fresco (a cam-
po) y en seco (laboratorio) para la obtencién de la relacion
que permita determinar la biomasa de cada arbol. La bio-
masa de fuste se obtuvo a partir de su volumen y determi-
naciones de su densidad basica en distintas porciones del
arbol. Para el calculo de la densidad se emplearon discos
provenientes de la base de cada troza considerada, de los
cuales se obtuvieron probetas cubicas de 2 cm de lado ex-
traidas de listones de un largo equivalente al diametro de
los discos (IRAM 9544, 1973). La densidad basica (db) se
calculé como: db = Pa/Vh, donde Pa es el peso anhidro y
Vh es el volumen de la probeta al contenido de humedad
maximo. El volumen de las probetas se calcul6 a través del
principio de Arquimedes. El peso anhidro de probetas se
obtuvo por pesaje tras secado en estufa hasta peso con-
stante a una temperatura de 103 + 2 °C. La biomasa de
corteza se establecio a partir de la relacion entre el por-
centaje de peso de este compartimiento y el porcentaje del
peso de la seccion correspondiente del fuste previamente
determinado (Martiarena et al., 2011).

Se analiz6 la correlacion entre la biomasa, las dimen-
siones de los individuos y la densidad de plantacion (trata-
miento). La correlacion fue menor entre biomasa total por
hectarea y densidad de plantacién (0,53) que entre dicha
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biomasa y dap (0,88), en ambos casos a un p-valor de
0,0001. Al no presentarse diferencias altamente significa-
tivas en biomasa total entre tratamientos, con excepcion
al de menor espaciamiento (Barth et al., 2016), se ajusto
un solo modelo de biomasa para todas las densidades de
plantacion.

Los modelos ajustados de forma simultanea para cada
componente fueron previamente seleccionados entre los
reportados comunmente en la literatura (Burkhart, 2012)
(tabla 1). Las variables explicativas fueron el diametro a
1,30 m (dap) expresado en cm y altura del arbol (h) en m;
los rangos de la muestra de trabajo y de validacion son
presentados en la tabla 2. La muestra de validacién provino
de un ensayo de intensidad y oportunidad de raleo de 14
afos (Crechi et al., 2008). A fin de equiparar las condicio-
nes de manejo a las de la muestra de ajuste, en la valida-
cion se emplearon los datos del tratamiento testigo, sin ra-
leo. Dicho ensayo tenia 3 repeticiones por tratamiento. La
muestra destructiva de validacion para estudio de biomasa
estuvo compuesta por 12 individuos seleccionados al azar.
Para este ultimo procedimiento el error se calculé como
((valor observado — valor estimado)/valor observado)*100.

Los componentes de biomasa estudiados (variable de-
pendiente Y) fueron: biomasa de hojas, biomasa de ramas,
biomasa de corteza, biomasa del fuste y biomasa total, to-
das expresadas en kilogramos por individuo. Los valores
maximos, minimos y promedios de las variables descrip-
toras de los datos considerados en el ajuste de modelos
y en la validacién se presentan en la tabla 3. Se aplicaron
transformaciones logaritmicas de las variables dependien-
tes e independientes para lograr la homogeneidad de las
varianzas y para linealizar los modelos. Una vez realizadas
las estimaciones se seleccioné aquel modelo que mejor se
ajustaba para cada componente de biomasa en funcién de
la significancia de los estimadores, los valores de R2ajusta-
do (coeficiente de determinacion ajustado) y del MSE (error
cuadratico medio).

Modelo Ecuacion
1 (y) =By, +B,, *In(dap) +¢
2 (y)=By, + By, *In(dap)+B,, *In(h)+e
3 In (y) =By +Bys *In (dap ) + P, *In (dap **h) +e
4 In (y) =By, + By, *In(dap®*h) +¢

Tabla 1. Modelos evaluados para estimacion de los distintos com-
ponentes de biomasa.
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Valores descriptivos de las variables predictoras
empleadas en el ajuste de los modelos

Valores descriptivos de las variables predictoras
empleadas en la muestra de validacion

dap (cm) h (m) dap (cm) h (m)
promedio 21,40 16,56 26,55 19,35
minimo 11,50 8,00 17,43 16,99
maximo 40,00 21,25 34,60 20,51

Tabla 2. Valores promedios, minimos y maximos de dap y altura total observados.

Valores descriptivos de las variables
de respuesta empleadas en el ajuste

Compartimento de los modelos

Valores descriptivos de las variables
de respuesta empleadas en la muestra
de validacion

promedio minimo maximo promedio minimo maximo
Biomasa hojas 12,02 1,43 29,19 5,41 1,59 8,74
Biomasa ramas 56,88 5,06 198,72 31,21 8,91 54,47
Biomasa corteza 26,52 3,81 66,50 16,59 7,82 22,30
Biomasa fuste 198,72 29,91 470,21 167,17 73,88 234,09
Tabla 3. Estadisticas descriptivas de los componentes de biomasa (kg).
En una segunda etapa se procedio al ajuste simultaneo i
de todos los componentes de biomasa bajo un sistema de B= [D‘Q’lD][DIQ’lD] [3]

ecuaciones que puede representarse en forma matricial
segun [1]:

Y=XB+¢ [1]

Donde,
Y= la matriz de p variables de respuesta dependientes,

X= la matriz de incidencia para cada variable indepen-
diente,

B = vector de efectos para estimar,

€= el vector de errores aleatorios y se asume que su
distribucion es normal multivariada (0, X®1 ).

Zellner (1962) formulé las regresiones aparentemente no
relacionadas (SUR), como p ecuaciones de regresion, con
posibles correlaciones entre los términos de error de estas.
El modelo SUR se explicitd segun el sistema matricial [2]:

Vot | | Xoororay 0 0 0 0 B oroir)
Yion 0 Xug O 0 0 || By
E(Y)= 9(!)(:) = 0 0 X(bc) 0 0 |* ﬁ(bc) -D*B
Ton 0 0 0 Xen O Bor)
Yoo 0 o 0 0 Xyl [ Beo | [2]

El vector de coeficientes se estimo utilizando la férmula [3].

Donde Q es la matriz de ponderacion basada en las co-
varianzas de las Y variables, segun la ecuacion [4]. D es
la matriz de incidencia (a cuyos elementos anteriormente
se mencion6 como X) y B es el vector de coeficientes a
estimar (B).

Q=1®l, [4]

Los elementos de la matriz £ de la ecuacion [4] se cal-
cularon como [5].

1
o, =

)

Vi -1l -#)y, 5]

_ . -1 f
Donde, i =X, (X%, )7X, . Como puede verse los mo-

delos SUR son una aplicacion particular de los modelos
lineales generalizados.

Ajuste por transformacion. Por ultimo, dadas las trans-
formaciones logaritmicas aplicadas, se estimé un factor de
correccion segun la ecuacion [6] con el objetivo de eliminar
la asimetria en la distribucidon que se produce en el proceso
de transformacion inversa, que se da al utilizar la transfor-
macién logaritmica (Meyer, 1941). Dicho factor de correc-
cion se aplica a los resultados obtenidos con el empleo del
modelo.

K=ol 6]
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Donde, K: coeficiente de correccion de la discrepancia y
02 varianza.

Los calculos se realizaron en un entorno R (R Develo-
pment Core Team, 2012), aplicando las funciones de los
paquetes Systemfit (Henningsen y Hamann, 2007) y nime
(Pinheiro et al., 2011). Como criterio de selecciéon se em-
pleé el coeficiente de determinacion ajustado (R? ajustado)
y el error estandar (MSE) de los modelos ajustados para
cada compartimento. A los fines de comprobar si el modelo
elegido era adecuado, se contrastaron los valores de bio-
masa observados versus los predichos determinandose el
error porcentual y se efectud el test de regresion lineal en-
tre valores de biomasa observados y predichos mediante
la expresion: Y=a+b*X. En este test si el modelo es bueno,
la regresion coincide con la bisectriz del primer cuadrante,
contrastdndose mediante la prueba de F con un nivel de
significacion a.=0,05, la hipdtesis nula de que el intercepto
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es =0y la pendiente = 1 en forma simultanea (Huang et al.,
2003). Finalmente se evalud la validez de los modelos con
datos disponibles de una muestra independiente.

RESULTADOS

Si bien los datos empleados en este trabajo provinieron
de un ensayo de densidad de plantacién, la biomasa resul-
té estar mas correlacionada a variables dendrométricas del
arbol individual (r =0,9) que a la densidad de plantacién en
si (r =0,3). Esto permiti6 incluir a todos los arboles prove-
nientes de distintos tratamientos en el ajuste de parame-
tros de un solo modelo de prediccion de biomasa indepen-
dientemente de la densidad de plantacion.

En la figura 1 se ilustra la relacion entre la variable indepen-
diente diametro a altura de pecho (dap) y altura total (h) y las
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Figura 1. Relacion entre el diametro a la altura del pecho y altura total con la biomasa foliar, biomasa de ramas, biomasa de corteza,
biomasa de fuste y biomasa total. Las lineas ilustran la tendencia de las relaciones consideradas.
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variables dependientes: biomasa foliar, de ramas, de corteza y
de fuste. El dap es una variable que explica satisfactoriamente
la variabilidad de la biomasa en diferentes compartimentos del
arbol, como asi también, las variables dasométricas que mues-
tran el estado del rodal (Zianis y Mencuccini, 2005; Saint-Andre
et al., 2005; Cole y Ewel, 2006; Ferrere et al., 2008).

Las correlaciones analizadas fueron aceptables, no obs-
tante en la biomasa de ramas y fuste en relacion con la al-
tura total la asociacion fue de menor intensidad. En el ajus-
te de modelos independientes para cada compartimento de
biomasa (tabla 4), el modelo 2 fue el de mejor desempefio
en corteza y fuste y el modelo 3 en hojas y ramas.

Seleccionado el modelo mas adecuado para la estima-
cién de biomasa por cada compartimento se procedio al
ajuste simultaneo de los modelos. Bajo el ajuste simulta-
neo de los modelos seleccionados los valores de los pa-
rametros resultaron similares en todos los compartimentos
al comparar los estimadores OLS y SUR (tabla 5), excepto
para biomasa total donde con estimadores SUR se obtiene
un menor valor de MSE en comparacion con el hallado con
estimadores OLS. Ademas se registré una reduccién en
los intervalos de confianza al utilizar la metodologia SUR
respecto a OLS (tabla 5). Boca et al. (2011) estudiando la
prediccion de biomasa aérea para Pinus elliottii var. Elliottii
x Pinus caribaea var. Hondurensis, si bien encontraron una
leve reduccion de los intervalos de confianza de los esti-
madores SUR respecto a los OLS, encontraron que estos
ultimos garantizaban las propiedades de aditividad de los
componentes de la biomasa.

Como los modelos estan afectados por la transformacion
logaritmica, en el proceso de validacion, los errores de es-
tos fueron calculados en sus unidades originales a través
del coeficiente de discrepancia logaritmica de Meyer cuyos
valores se presentan en tabla 6.

Calculado el error del ajuste del modelo seleccionado
(contrastando contra sus propios datos) se concluyé que
su desempefio es muy aceptable, con las pendientes de
las rectas ajustadas entre valores observados y predichos
cercanas a 1 (figura 2). En este procedimiento, biomasa fo-
liar arrojé un error promedio de -2,72%; biomasa de ramas,
-3,45%; biomasa de corteza, 0,36%, biomasa de fuste,
0,16% y biomasa total presentd un error de 0,03%. Pudo
observarse ademas en la representacion de los modelos
de la figura 2 que las pendientes son cercanas a 1y los in-
terceptos cercanos a cero, hecho que comprobé la bondad
de ajuste alcanzada.

Validados los modelos ajustados contra la muestra in-
dependiente la biomasa foliar arrojé un error promedio de
-13,95%, la biomasa de ramas -1,63%, la biomasa de cor-
teza -11,41%, la biomasa de fuste 12,67% y la biomasa
total presenté un error de 1,01%.

Si bien los modelos que incorporan como variables pre-
dictoras tanto al dap y como a la h suelen ser los mejores
(Brown et al., 1989; Brown, 1997; Overman et al., 1994;
Araujo et al., 1999; Schroeder et al., 1997) no siempre es
posible aplicarlos con los datos disponibles. Los modelos
de determinacion de biomasa ajustados a partir del dap
como Unica variable independiente tienen la ventaja de que

B, [ In(dap) BiInth) B In (daph) Rzajustado  MSE  Modelo

-5,00 2,26 0,74 0,45 1

-4,28 2,48 -0,51 0,75 0,46 2
In(biomasa hojas)

-8,40 4,10 -0,09 0,76 0,44 3"

-0,55 0,09 0,63 0,54 4

-3,15 2,16 0,75 0,42 1

) -3,05 2,20 -0,07 0,75 0,42 2

In(biomasa ramas)

-5,14 3,24 -0,05 0,76 0,42 3"

1,06 0,09 0,67 0,48 4

-3,91 2,18 0,93 0,20

-4.17 2,10 0,18 0,94 0,20 2%
In(biomasa corteza)

-3,29 1,85 0,02 0,93 0,20

0,24 0,10 0,90 0,24 4

-1,77 2,15 0,94 0,20

-4.17 2,10 0,18 0,96 0,15 2%
In (biomasa fuste)

-3,29 1,85 0,02 0,93 0,20 3

0,24 0,1 0,90 0,24

Tabla 4. Valores estimados de los distintos parametros de los modelos propuestos para estimacion de biomasa y sus coeficientes

de ajuste.
*Modelo seleccionado.
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Método oLS SUR
Compartimento  Coeficiente LI [BS) rango aju?t;do MSE Coeficiente LI LS rango ajust;do MSE
Biomasa foliar
o -8,40 -13,27 -3,53 9,70 0,74 0,44 -7,33 -11,13 -3,53 7,60 0,74 0,44
[1 In(dap) 4,10 1,59 6,62 5,00 3,52 163 541 3,80
32 In (dap*2*h) -0,08 -0,20 0,03 0,20 -0,05 -0,14 0,02 0,20
Biomasa ramas
o -5,14 -9,75 -0,54 9,20 0,74 0,42 -4,12 -7,20 -1,05 6,20 0,74 0,42
[31 In(dap) 3,24 0,87 5,62 4,70 2,69 1,21 4,17 3,00
2 In (dap*2*h) -0,05 -0,16 0,06 0,20 -0,02 -0,09 0,40 0,50
Biomasa corteza
o -4,17 -528 -3,07 2,20 0,93 0,20 -4,21 -530 -3,11 2,20 0,93 0,20
[31 In(dap) 2,10 1,76 2,45 0,70 2,09 1,76 2,43 0,70
B21n (h) 0,18 -0,32 0,69 1,00 0,21 -0,30 0,71 1,00
Biomasa fuste
o -2,34 -3,10 -1,58 1,50 0,96 0,14 -2,36 -3,11 -1,61 1,50 0,96 0,14
[1 In(dap) 1,97 1,74 2,21 0,50 1,97 1,73 220 0,50
B2 1n (h) 0,41 0,06 0,76 0,70 0,4205 0,08 0,76 0,7
Biomasa total
o -1,74 -2,54 -0,94 1,60 0,96 0,42 -1,71 -2,44 -0,98 1,50 0,96 0,14
[31 In(dap) 2,06 1,81 2,30 0,50 2,06 1,84 229 0,50
B21n (h) 0,23 -0,14 0,60 0,70 0,21 -0,07 0,50 0,60

Tabla 5. Valores estimados de los distintos parametros para el mejor modelo seleccionado bajo métodos OLS y SUR en cada comparti-

mento de biomasa aérea.

Coeficiente de

Componente de biomasa . . o
discrepancia logaritmica

Biomasa de hojas 1,1017
Biomasa de ramas 1,0922
Biomasa de corteza 1,0202

Biomasa de fuste 1,0098

Biomasa total 1,0098

Tabla 6. Coeficientes de discrepancia logaritmica de modelos de
prediccion de biomasa por compartimento.

la mayoria de los inventarios forestales incluyen la medi-
cion de dicha variable. Por este motivo, si bien la prediccion
presenta un mayor nivel de error, se presentan los valores
obtenidos con dicho ajuste (tabla 7).

Se presenta tan solo el ajuste simultaneo de este modelo
a través del método SUR ya que no se evidenciaron dife-
rencias entre ambos procedimientos (SUR y OLS), con ex-
cepcion del MSE de biomasa total que paso de 0,45 (OLS)

a 0,15 (SUR). Esto puede deberse a una subparametriza-
cion del modelo al reducirse a una sola variable predictora.

Calculado el error de ajuste de los modelos (contrastando
contra sus propios datos) se concluyd que su comportamien-
to es aceptable, las pendientes de las rectas ajustadas entre
valores observados y predichos son cercanas a 1 (figura 3).
Estimada a través de la funcion ajustada la biomasa foliar
arrojé un error promedio de -8,59%, la biomasa de ramas
-9,11%, la biomasa de corteza -3,88%, la biomasa de fuste
-2,18% y la biomasa total presenté un error de 0,03%.

Validados los modelos ajustados contra la muestra in-
dependiente, la biomasa foliar presentd un error promedio
de -16,67%, la biomasa de ramas -4,30%, la biomasa de
corteza -7,34%, la biomasa de fuste 15,49% y la biomasa
total mostré un error de 9,91%.

Realizada una comparacion entre el modelo ajustado
con las variables predictivas dap y altura versus el modelo
con dap como unica variable independiente, se recomien-
da el empleo del modelo 3 descripto en la tabla 1. En la
aplicacion de todos los modelos considerados debe tener-
se en cuenta su empleo solo dentro del rango diamétrico
considerado en el presente trabajo (tabla 2).
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Figura 2. Valores de biomasa observados versus predichos.
Compartimento Coeficiente LI LS Discrepancia logaritmica R? ajustado MSE
Biomasa foliar
o -5,00 -6,92 -3,08 1,10656 0,72 0,45
[31 In(dap) 2,26 1,66 2,86
Biomasa ramas
o -3,15 -4,91 -1,40 1,09220 0,74 0,42
1 In(dap) 2,16 1,62 2,71
Biomasa corteza
o -3,91 -4,74 -3,09 1,02020 0,93 0,20
[31 In(dap) 2,18 1,93 2,44
Biomasa fuste
o -1,77 -2,40 -1,13 1,01131 0,96 0,15
[31 In(dap) 2,15 1,95 2,35
Biomasa total
o -1,41 -2,02 -0,79 1,00984 0,96 0,15
[31 In(dap) 2,16 1,96 2,35

Tabla 7. Valores estimados para el modelo con dap como Unica variable predictora.
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Figura 3. Valores de biomasa observados versus predichos sobre el modelo de mejor ajuste.

Biomasa
Variables predictoras Hoja Rama Corteza Fuste Total
dap y altura -13,95 -1,634 -11,41 12,67 1,01
dap -16,67 -4,3 -7,34 15,49 9,91

Tabla 8. Errores de estimacion calculados sobre la validaciéon contra muestra independiente de modelos con una y dos variables predic-

toras (Valores expresados en porcentaje).

En coincidencia con lo encontrado por Russell et al. (2008)
para Pinus taeda, y Boca et al. (2011) en Pinus elliottii var.
Elliottii x Pinus caribaea var. Hondurensis, las estimaciones
SUR mejoraron los resultados de las estimaciones OLS. En
el presente trabajo, la mejora fue notable particularmente en
la estimacion de la biomasa total. Se buscé que los modelos
cumplan con la légica bioldgica, resultando eficientes las es-
timaciones de los parametros, manteniendo la independen-
cia y aditividad de los compartimentos de biomasa segun lo
recomendado por Carvalho y Parresol (2003).

Los resultados tienen aplicacién directa en la determi-
nacion del potencial de una plantacion de Grevillea ro-

busta para la produccién de productos tradicionales y no
tradicionales, incluyendo la produccion de biomasa para la
bioenergia. También pueden ser utilizados para construir
los presupuestos de carbono y nutrientes en la evaluacion
de la sostenibilidad ambiental de diferentes métodos de
manejo y cosecha.

CONCLUSIONES

Este estudio provee una serie de modelos para la esti-
macion de la biomasa aérea total y de sus distintos compo-
nentes para rodales de Grevillea robusta A., especie de la
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que no se dispone de informacién previa en este aspecto.
Este conocimiento es de vital importancia como informa-
cion de base en proyectos de cuantificacion del carbono.

El mejor comportamiento para la estimacion de la bioma-
sa aérea se dio en los modelos linealizados que trabajaban
con logaritmo natural del diametro y la altura.

El uso del diametro como Unica variable independiente
en los modelos de biomasa simplifica la recoleccion de da-
tos a campo. No obstante, las estimaciones mejoran signifi-
cativamente con la incorporacion de la altura como variable
predictora.

La distribucion de la biomasa en los individuos sigue el
patron de desarrollo que se encuentra en la bibliografia.

El analisis de la eficiencia de los modelos demostré que,
si bien los datos provienen de una reducida regiéon geo-
grafica, en esta etapa es posible su empleo en cultivos de
la provincia de Misiones, Argentina. Aunque los modelos
obtenidos son fiables, es necesario ampliar la base de da-
tos en cuanto a edades y distribucion de sitios en el area
de trabajo. Para futuros estudios de estimacion de stock
de carbono en el ecosistema los relevamientos deberian
incluir la biomasa subterranea (raiz) y el carbono organico
almacenado en la materia organica del suelo, asi como de
los demas estratos del sotobosque.
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Interaccion entre festuca alta infectada
con endofito y Lotus tenuis bajo dos
frecuencias de defoliacion

PETIGROSSO, L.R.}; ASSUERO, S.G.}; VIGNOLIO, O.R.}; ROMANO, Y.}; COLABELLI, M.N.%; SALVAT, A.3; CRISTOS, D.?

RESUMEN

La toxicidad de festuca alta infectada con endéfito asexual Epichloé coenophiala, puede ser atenuada cuan-
do se la siembra en mezcla con leguminosas. El objetivo de este trabajo fue simular el establecimiento de
pasturas de festuca alta (Fa) infectada puras y consociadas con Lotus tenuis (Lt), y evaluar el efecto de dos
frecuencias de defoliacion sobre la produccién de biomasa aérea, la densidad de macollos de la graminea
y de tallos de la leguminosa durante el afio de implantacién. El experimento se llevd a cabo al aire libre en
contenedores plasticos de 0,6 m x 0,4 m x 0,2 m. El 24 de febrero de 2015, se sembraron 52 semillas de Fa
infectada y 12 de Lt por contenedor en el caso de la mezcla (ej. 64 plantas en total), y el mismo nimero de
semillas de cada especie en los respectivos monocultivos (ej. 52 y 12 plantas en los monocultivos de Fa y Lt,
respectivamente). El factor experimental controlado fue la frecuencia de defoliacién (a 70 mm de altura): alta
y baja (cada 7-9 y 14-21 dias, respectivamente, variando el intervalo con la estacién del afio). Se emple6 un
disefio completamente aleatorizado con 3 repeticiones y medidas repetidas en el tiempo (18 contenedores en
total). En cada contenedor se determind la biomasa aérea y se conté el nimero de macollos en Fa y el de ta-
llos en Lt. La biomasa aérea cosechada acumulada de Fa y Lt en monocultivo y en mezcla durante el periodo
experimental varié dependiendo de la frecuencia de defoliacién y el tipo de pastura. En general, y en coinci-
dencia con la estacion de crecimiento de cada una de las especies, en los primeros cortes los monocultivos de
Fay las pasturas mezcla acumularon mas biomasa aérea que los monocultivos de Lt, lo que se revirti¢ al final
del experimento. La densidad de macollos en Fa y de tallos en Lt, tanto en monocultivos como en la mezcla,
no resulté afectada por la frecuencia de defoliacién, salvo al final del periodo experimental cuando la densidad
de tallos de Lt en el monocultivo super6 a la observada en la mezcla con Fa. Tanto en monocultivo como en
mezcla, y contrariamente a lo observado en los cortes precedentes, la densidad de macollos en Fa y de tallos
en Lt al final del periodo experimental tendié a ser mayor con baja frecuencia de defoliacion.

Palabras clave: Schedonorus arundinaceus, Epichloé coenophiala, leguminosa, competencia.

ABSTRACT

The toxicity of tall fescue infected with asexual endophyte Epichloé coenophiala can be attenuated when the
species is sown in mixture with legumes. The aim of this work was to simulate the establishment of pastures
of infected tall fescue (Fa), both pure and consociated with Lotus tenuis (Lt), and to evaluate the effect of two
defoliation frequencies on aerial biomass production and the number of tillers in Fa and stems in Lt during the
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year of implantation. The experiment was conducted outdoors in plastic containers (0.6 m x 0.4 m x 0.2 m).
On 24 February 2015, 52 seeds of infected Fa and 12 seeds of Lt were sown in each container for the mixed
pastures (i.e. 64 plants in total), and the same number of seeds of each species was used for the respective
monocultures (i.e. 52 and 12 plants in Fa and Lt monocultures, respectively). The controlled experimental
factor was the defoliation frequency (70 mm cutting height): high and low (every 7-9 and 14-21 days, respec-
tively, the interval depending on the season). A completely randomized experimental design with 3 replicates
and repeated measurements in time was used (18 containers in total). Accumulated aboveground harvested
biomass of each container and the number of tillers of Fa and stems of Lt plants were determined during the
experimental period. Accumulated biomass of Fa and Lt in monocultures and mixtures during the experimental
period varied depending on the defoliation frequency and/or type of pasture. In general, and according to the
growing season of the species, at the beginning of the experimental period Fa monocultures and mix pastures
accumulated more biomass than Lt monocultures, while the opposite took place by the end of it. Tillers density
in Fa and stems density in Lt for both monocultures and mix pastures were not affected by defoliation frequen-
cy, except by the end of the experimental period when the stems density in Lt monocultures was higher than
the observed in mix pastures. Conversely to what it was observed previously, at the end of the experimental
period tillers density in Fa and stems density in Lt, for both monocultures and mix pastures, tended to be higher

with low than with high defoliation frequency.

Keywords: Schedonorus arundinaceus, Epichloé coenophiala, legume, competition.

INTRODUCCION

La presencia de enddfitos asexuales Epichloé spp. (Leu-
chtmann et al., 2014), ex Neotyphodium spp. (Glenn et al.,
1996), en pasturas de festuca alta, Schedonorus arundina-
ceus (Schreb.) Dumont (= Festuca arundinacea Schreb.)
(Hoveland et al., 1999; Clay y Schardl, 2002) otorga be-
neficios a las gramineas en su crecimiento y tolerancia a
estreses bidticos y abioticos (Malinowski y Belesky, 2000;
White y Torres, 2009; Omacini et al., 2013). Sin embargo,
debido a la produccién de alcaloides toxicos, principalmen-
te ergovalina (Schard y Phillips, 1997; Evans et al., 2004),
los vacunos, equinos y ovinos que consumen festuca alta
infectada sufren una enfermedad clinica conocida como in-
toxicacion con festuca alta o festucosis (Bacon et al., 1977;
De Battista et al., 1995). Esta enfermedad les provoca me-
nor ganancia diaria de peso, cambios hormonales, altera-
ciones reproductivas, sindrome gangrenoso e hipertérmico
(Stuedemann y Hoveland, 1988).

La intoxicacion debida al consumo de gramineas infecta-
das con enddfito tiene importante repercusion econémica
en Estados Unidos, Nueva Zelanda y Argentina, entre otros
paises; y se han estimado grandes pérdidas econdmicas
(De Battista et al., 1995; Strickland et al., 2011). Sin embar-
go, en nuestro pais no son comunes las intoxicaciones a
escala de establecimientos ganaderos debido a diferentes
estrategias de manejo implementadas por los productores
(De Battista et al., 1997). Por una parte, por ejemplo, la
toxicidad puede ser atenuada si la graminea se siembra en
mezcla con otras gramineas libres de enddfito (Evans et
al., 2012) o leguminosas tales como Lotus tenuis (Waldst.
et Kit. Ex Willd) y Trifolium repens L. (De Battista et al.,
1997; Manzini, 1991; Tekeli y Ates, 2005). Por otra parte,

Garcia Parisi et al. (2015) hallaron que la presencia del en-
dofito en plantas de Lolium multiflorum L. no modificaria el
crecimiento ni la fijacién de nitrogeno de Trifolium repens
L., y que la presencia simultanea de enddfitos en grami-
neas y bacterias en leguminosas resultaria positiva para la
comunidad en términos de utilizacién de nitrégeno y pro-
ductividad.

En las pasturas mezcla con leguminosas las proporcio-
nes iniciales de las especies tienden a cambiar con el tiem-
po, a favor de la biomasa de las gramineas libres (Ledn
y Oesterheld 1982; Mela, 2003) o infectadas (Sutherland
y Hoglund, 1989; Eerens et al., 1998; Hoveland et al.,
1999; Vazquez de Aldana et al., 2013) en detrimento de
las dicotiledoneas. Este cambio en las proporciones de
las mezclas puede deberse a miltiples causas, como por
ejemplo: especie hospedante, especies que componen la
pastura, régimen de uso de la pastura, factores climéticos,
disponibilidad de nutrientes, preferencia de los herbivoros
y desplazamiento competitivo (Ledn y Oesterheld, 1982,
Dirihan et al., 2015). Las practicas de manejo tendientes a
mantener una cierta proporcion graminea-leguminosa bajo
pastoreo deben considerar los factores antes menciona-
dos. En tal sentido, la habilidad competitiva y la proporcion
de las especies en la pastura pueden ser moduladas por la
frecuencia de defoliacién (Manzini, 1991; Hoveland et al.,
1999; Stuedemann y Seman, 2005). Asi, por un lado, ma-
nejos que permitan mantener una determinada proporcién
de la leguminosa en la mezcla reducirian la toxicidad de la
pastura por “efecto de dilucion” (Salminen y Grewal, 2002;
Salminen et al., 2003). Por otro lado, la toxicidad de festuca
alta infectada aumenta con la edad de las plantas y con
defoliaciones menos frecuentes e intensas (Stuedemann
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y Seman, 2005). Por lo tanto, el manejo de la defoliacion
es una herramienta simple y de bajo costo que permitiria
reducir la habilidad competitiva de la graminea, garantizar
el crecimiento y persistencia de la leguminosa y, con ello,
disminuir la toxicidad de las pasturas (Salminen y Grewal,
2002; Salminen et al., 2003). En este sentido, son escasos
los trabajos publicados que investigan el efecto de la defo-
liacion de pasturas mezcla de festuca infectada y legumi-
nosas sobre dindmica de produccién de sus componentes.

El objetivo de este trabajo fue simular el establecimiento
de pasturas de festuca alta infectada, puras y consocia-
das con L. tenuis, y evaluar los efectos de la frecuencia
de defoliacion sobre la produccién de biomasa aérea y la
densidad de macollos/tallos de cada especie.

MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental

Se realiz6 un experimento al aire libre en la Unidad
Integrada Balcarce (Facultad de Ciencias Agrarias UN-
MdP-Estacion Experimental Agropecuaria INTA Bal-
carce) 37°45'47,94"S, 58°17°38,82"W, 130 m s.n.m. Se
utilizé semilla de festuca alta infectada (Fa) proveniente
de una pastura del partido de Mar Chiquita (37° 32’ S;
57° 55’ O, identificada previamente por Petigrosso et al.,
2013) cosechada el 15 de diciembre de 2014 (PG 69%)
y semilla escarificada de L. tenuis (Lt) cultivar Chaja (PG
90%) inoculada con Rhizobium loti (Cepa 733). Se corro-
boro la condicién de infeccion endofitica de las semillas
de Fa mediante andlisis microscopico segun el protocolo
empleado por Saha et al. (1988) y Peretti (1994). Se em-
plearon 18 contenedores plasticos (unidades experimen-
tales, UE) de 0,6 m x 0,4 m x 0,2 m, conteniendo suelo
tamizado y homogeneizado, proveniente del horizonte A

de un Argiudol tipico (53 ppm de P Bray?; 4,3% MO y
30,1 ppm N-NO,). El 24 de febrero de 2015 se efectud
la siembra de pasturas mezcla y monocultivos (mesocos-
mos) empleando una placa plastica perforada que per-
mitid ubicar en los monocultivos de Fa y en las pasturas
mezcla 13 semillas de Fa a 5 mm de profundidad en cada
uno de cuatro surcos distanciados 12 cm entre si (ej. den-
sidad de siembra 200 plantas/m?), y en los monocultivos
de Lty en las mezclas 4 semillas de Lt en cada uno de
los tres entresurcos (ej. densidad de siembra 24 plantas/
m?) (figura 1). Las fallas en la emergencia de plantulas de
Fa se subsanaron dentro de los 20 dias desde la siem-
bra mediante trasplantes de plantulas extracultivadas en
almacigos. La fecha de emergencia promedio fue el 10
de marzo de 2015 (Siembra-emergencia: 159 °Cd). A los
30 dias de emergidas las plantulas de Fa se corroboro la
presencia del endofito mediante el analisis microscopico
de un macollo por planta (Latch et al., 1984). El 15 de
abril de 2015 (173 °Cd desde la emergencia) se realizo
un corte de “limpieza” para homogenizar la altura de las
UE y a partir de esa fecha se aplicaron dos niveles de
frecuencia de defoliacion a 70 mm de altura desde el nivel
del suelo: alta y baja (cada 7-9 dias y cada 14-21 dias,
respectivamente, variando el intervalo con la estacion del
afio). Los contenedores se mantuvieron libres de male-
zas y con adecuada disponibilidad de agua durante el
periodo experimental. El tiempo térmico acumulado (°Cd)
se calculé como la sumatoria de las diferencias entre las
temperaturas medias diarias y la temperatura base (4 °C;
Colabelli et al., 1998). Para ello se utilizaron los registros
de temperatura del aire en casilla meteoroldgica a 1,50 m
de altura de la Estacién de Agrometereologia de la EEA
Balcarce del INTA, ubicada aproximadamente a 300 m del
sitio experimental. No se observaron ataques de plagas ni
patégenos durante el desarrollo del experimento.
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Figura 1. Arreglo espacial de las semillas en los mesocosmos (unidad experimental). a) Pastura mezcla festuca alta — lotus, b) mono-
cultivo de festuca alta y c) monocultivo de lotus. Los circulos negros representan las semillas de festuca alta E+ y los circulos vacios las
semillas de lotus. La linea punteada encierra la zona de muestreo (en pasturas mezcla: 22 plantas de festuca alta y 6 plantas de lotus por
contenedor, en monocultivo de festuca 22 plantas y en monocultivo de lotus 6 plantas).
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Corte Fecha TT (°Cd) Frecue_nc[a'l
de defoliacion
1 21/04/2015 73 A
2 28/04/2015 166 AB
3 06/05/2015 242 A
4 15/05/2015 322 AB
5 09/06/2015 593 AB
6 18/08/2015 987 A
7 25/08/2015 1034 AB
8 07/09/2015 1138 A
9 14/09/2015 1185 AB
10 21/09/2015 1235 A
11 30/09/2015 1307 AB
12 20/10/2015 1439 A
13 06/11/2015 1604 AB

Tabla 1. Fechas de corte y tiempo térmico acumulado (TT, °Cd,
temperatura base 4 °C) desde el corte limpieza el 15 de abril de
2015 (173 °Cd acumulados desde la emergencia el 10 de marzo
de 2015) para ambas frecuencias de defoliacién: alta (A, cada 7-9
dias) y baja (B, cada 14-21 dias).

Determinacion de la biomasa aérea acumulada y del
numero de macollos y tallos

El primer corte experimental se realizd 21 de abril de
2015 para los tratamientos con alta frecuencia de defolia-
cion y el 28 de abril de 2015 para los tratamientos con baja
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100 A
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frecuencia. En total se realizaron 13 cortes con tijera de
mano para los tratamientos con alta frecuencia y 7 cortes
para los de baja frecuencia (tabla 1). Previo a cada corte se
contd el nimero de macollos en 4 plantas de Fa (pastura
mezcla y monocultivo de Fa) y el de tallos primarios y se-
cundarios en 2 plantas de Lt (pastura mezcla y monocultivo
de Lt) que habian sido previamente seleccionadas al azary
marcadas. En el laboratorio el material de cada especie se
separd y se seco en estufa a 60 °C hasta peso constante.

Andlisis de datos

Se empled un disefio completamente aleatorizado con
3 repeticiones y medidas repetidas en el tiempo. En total
se establecieron 18 UE: 3 tipos de pastura (mezcla de Fa
y Lt, y sus respectivos monocultivos), 2 frecuencias de de-
foliacion (alta y baja) y 3 repeticiones. Debido a la diferen-
cia en el numero de cortes entre ambos tratamientos de
frecuencia de defoliacion (ej. 7 y 13 valores para baja y
alta frecuencia de defoliacion, respectivamente), el calculo
de biomasa aérea acumulada con alta frecuencia de defo-
liacion se efectu6 sumando las cantidades cosechadas en
cortes sucesivos de manera de obtener el valor de biomasa
acumulada correspondiente al mismo periodo de acumula-
cion de los tratamientos con baja frecuencia (ej. 7 valores
en total para cada frecuencia de defoliacion). Los efectos
de los factores experimentales y su posible interaccion
sobre las variables respuesta consideradas se analizaron

250

1000 1250 1500 1750

Tiempo térmico desde emergencia (°Cd, Tb=4°C)

Figura 2. Acumulacién de biomasa cosechada (g MS/m?, media + EE, n=3) en pasturas en mesocosmos de festuca alta infectada (Fa) en
monocultivo y en mezcla con Lotus tenuis (Lt), Lt en monocultivo y en mezcla con Fa y mezcla de ambas especies para dos frecuencias
de defoliacion: alta (A, 7-9 dias) y baja (B, 14-21 dias). Referencias: monocultivo de Fa en A—m—y B —o—; monocultivo de Lt en A —e—y
B —o—; FaenmezclaenA ~m~yB o, Lten mezclaen A--e--yB--o-—-ymezclaenA--A--y B--A--.
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mediante analisis de varianza con medidas repetidas en
el tiempo. Se realizaron comparaciones de medias (LSD
p<0,05) cuando se encontraron diferencias significativas
(a=0,05). Debido a que de las variables respuesta no cum-
plieron con los supuestos de normalidad ni homogeneidad
de varianzas debieron transformarse (ej. In de la densidad
de macollos y de tallos; y In de la biomasa aérea acumula-
da+1). Todos los andlisis se realizaron empleando el soft-
ware estadistico R (R Development Core Team, 2015). Los
modelos se ajustaron con la funcién Ime del paquete nime
(Pinheiro et al., 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION
Biomasa aérea cosechada acumulada

En la figura 2 se observa la acumulacién de la biomasa
cosechada en los monocultivos y en la mezcla para ambas
frecuencias de defoliacion. Se detecto interaccion signifi-
cativa entre el tipo de pastura, frecuencia de defoliacion y
fecha de corte (p<0,0001). Se puede observar que hasta
593 °Cd no hubo diferencias significativas en la produccién
de biomasa acumulada debido a la frecuencia de defolia-
cion, pero si al tipo de pastura. En este sentido, se observé
que las producciones de biomasa de los monocultivos de
Fa y de las mezclas fueron similares y superiores a las de
los monocultivos de Lt. Entre los 1034 °Cd y los 1307 °Cd
se registrd una interaccion significativa entre el tipo de pas-
tura y la frecuencia de defoliacién. Ello se debié a que la
biomasa acumulada fue mayor en los monocultivos de Fa
con baja frecuencia, lo contrario ocurrié en los monoculti-
vos de Lt, y no hubo diferencias entre frecuencias de defo-
liacion en las mezclas. Por una parte, la produccion de bio-
masa total acumulada al final del experimento (1604 °Cd)
fue mayor en los monocultivos de Lt independientemente

5000 -
4500 A
4000 A

de la frecuencia de defoliacién. Las biomasas acumuladas
en los monocultivos de Fa y de las pasturas mezcla no
presentaron diferencias significativas entre si, aunque la
biomasa del monocultivo de Fa con alta frecuencia de de-
foliacién tendidé a ser menor que las restantes (p=0,0901).
Por otro lado, se observé que en las pasturas mezclas la
contribucion relativa de Lt a la biomasa acumulada total
fue mayor con baja que con alta frecuencia de defoliacion
(35% y 24%, respectivamente).

Al comparar la produccion de biomasa de Fa en mo-
nocultivo y en mezcla con Lt se observé que ninguno de
los efectos principales ni sus interacciones fueron signifi-
cativos (p>0,05). La falta de respuesta a la frecuencia de
defoliacion hallada en el presente experimento en el mo-
nocultivo de Fa durante el invierno, se contrapone con los
resultados de Hart et al. (1971) quienes encontraron una
mayor produccion de biomasa de Fa cuando la frecuencia
de defoliacién era baja. Sin embargo, por un lado, las fre-
cuencias de defoliacion estudiadas por estos autores fue-
ron mas contrastantes que las estudiadas en este trabajo,
la frecuencia alta fue similar (7 dias), mientras que en la
baja las pasturas se defoliaban una vez por mes. Por otro
lado, la mayor produccion del monocultivo de Fa a baja fre-
cuencia de defoliacién contradice lo reportado por Kerrisk
y Thomson (1990) quienes hallaron una mayor produccion
de biomasa de Fa cuando la pastura fue defoliada con alta
frecuencia. Sin embargo, la frecuencia alta fue similar a la
baja de este experimento (15 dias) y la baja frecuencia co-
rrespondié a intervalos de 30 dias. En el presente trabajo
se aplicaron dos frecuencias de defoliacion relativamente
altas ya que se ha sugerido que una alta frecuencia de de-
foliaciéon podria reducir las concentraciones de ergoalca-
loides en plantas de Fa infectada y, por ende, su toxicidad
dado que las plantas destinarian una alta proporcion de
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Figura 3. Dinamica de la densidad de macollos o tallos en pasturas en mesocosmos de festuca alta infectada (Fa) y Lotus tenuis (Lt) en
monocultivo y en mezcla bajo dos frecuencias de defoliacion: alta (A, 7-9 dias) y baja (B, 14-21 dias). Referencias: monocultivo de Fa en
A —m—y B —o—; monocultivo de Lten A—e—y B —o—; Faen mezclaenA - wyB o, Lten mezclaenA--e--y B --o--,
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carbohidratos para el rebrote, dejando menos fotoasimila-
dos disponibles para la sintesis de alcaloides por parte del
enddfito (Belesky y Hill, 1997).

La biomasa acumulada de Lt no fue afectada en los tres
primeros cortes ni en el monocultivo ni en la mezcla por la
frecuencia de defoliacién ni por el tipo de pastura (p>0,05).
Entre los 1034 °Cd y 1307 °Cd se registré interaccion entre
el tipo de pastura y la frecuencia de defoliacion (p<0,05)
dado que Lt en monocultivo produjo méas biomasa con alta
frecuencia de defoliacién que con baja frecuencia, mien-
tras que en las mezclas no se registraron diferencias entre
frecuencias. En el dltimo corte (1604 °Cd), la acumulacion
de biomasa de Lt fue mayor en los monocultivos que en
las mezclas (p<0,0001) y no hubo efecto significativo de la
frecuencia de la defoliacion (p=0,1096).

La escasa produccién de biomasa aérea de Lt en los
primeros cortes estuvo relacionada con las bajas tasas de
crecimiento caracteristicas de la especie en ese momento
del afio (Sevilla et al., 1996; Vignolio y Fernandez, 2011).
Sin embargo, en la época primavero-estival, cuando esta
especie presenta las mayores tasas de crecimiento (Co-
labelli y Mifién, 1993; Vignolio et al., 2010), la produccion
de biomasa acumulada de Lt aument6 hasta superar en el
ultimo corte a las demas pasturas, independientemente de
la frecuencia de defoliacion. Acufia y Cuevas (1999) tam-
poco hallaron una respuesta significativa de la frecuencia
de defoliacion (6 y 8 semanas entre defoliaciones) en un
monocultivo de Lt bajo riego sobre la produccién de mate-
ria seca. La menor produccion de biomasa de Lt en mez-
cla podria deberse a la mayor habilidad competitiva de la
graminea con respecto a la leguminosa (Muslera y Ratera,
1991; Hernandez et al., 2005).

Densidad de macollos de festuca alta infectada y ta-
llos de Lotus tenuis

En la figura 3 se observa la dinamica de la densidad
de macollos de Fa y de tallos de Lt en monocultivo y
en mezcla para ambas frecuencias de defoliacion. En
el caso de Fa, ninguno de los efectos principales ni sus
interacciones fue significativo (p>0,05). Sin embargo, se
observo que la densidad de macollos de Fatendié a ser
mayor en alta frecuencia de defoliaciéon tanto en mono-
cultivo como en mezcla (p=0,0720). Estos resultados
coinciden con los publicados por Parsons et al. (1983)
y Lemaire y Chapman (1996) quienes hallaron que las
pasturas manejadas con alta frecuencia de defoliacion
desarrollarian una estructura con una mayor densidad
de macollos de menor tamafio que aquellas sometidas a
bajas frecuencias de defoliacion, lo que se explicaria por
la ley de los -3/2 o de la compensacion tamafio/densidad
(Matthew et al., 1995).

Por un lado, la densidad de tallos de Lt solamente fue
afectada por el tipo de pastura (p=0,042) y la fecha de corte
(p<0,0001). Hasta los 1307 °Cd no hubo diferencias en la
densidad de tallos de Lt debido al tipo de pastura ni a la fre-
cuencia de defoliacion, aunque hasta ese momento tendio
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a ser mayor con alta frecuencia de defoliacion (p=0,0802).
Al final del experimento (1604 °Cd), y en coincidencia con
lo observado en la produccion de biomasa aérea, la densi-
dad de tallos de Lt fue mayor en el monocultivo que en la
mezcla. La falta de respuesta del Lt a la frecuencia de de-
foliacion también fue reportada por Acufia y Cuevas (1999)
para monocultivos de Lt bajo riego sometidos a frecuencias
de defoliacion mas bajas (6 y 8 semanas) que las de este
experimento. Por otro lado, y contrariamente a lo encontra-
do en los cortes precedentes, a 1604 °Cd la densidad de
tallos de Lt en monocultivo tendié a ser mayor a baja fre-
cuencia de defoliacion (p=0,096), probablemente porque
en la frecuencia de defoliacion alta el intervalo de corte fue
demasiado breve, restringiendo la recuperacién del area
foliar y limitando la produccién de fotosintatos necesarios
para el rebrote de las yemas de la corona (Colabelli y Mi-
fion, 1994; Acufia y Cuevas, 1999).

CONCLUSIONES
En funcién de los resultados obtenidos podemos concluir que:

1.La frecuencia de defoliacion y el tipo de pastura afec-
taron a la biomasa aérea cosechada acumulada de Fa
y Lt en monocultivo y en mezcla en forma diferencial
durante el periodo experimental. Por un lado, la bioma-
sa total acumulada en los monocultivos de Fa y de las
pasturas mezcla no presentaron diferencias significati-
vas entre si, aunque la biomasa del monocultivo de Fa
con alta frecuencia de defoliacion tendié a ser menor
que las restantes. Por otro lado, la biomasa aérea co-
sechada acumulada de Lt en monocultivo fue baja al
principio del periodo experimental, pero superé a la de
las pasturas mezcla y monocultivos de Fa al final del
mismo debido a las mayores tasas de crecimiento de
la leguminosa en la primavera.

2.La densidad de macollos de Fa y de tallos de Lt, tanto
en monocultivos como en la mezcla, no resulté afec-
tada por la frecuencia de defoliacion aunque tendio a
ser mayor con alta frecuencia. Solamente al final del
experimento, el nimero de tallos en el monocultivo de
Lt super6 a la observada en la mezcla con Fa, lo que
podria deberse a la mayor habilidad competitiva de la
graminea que afectaria negativamente el crecimiento
de Lty, a su vez, tanto en monocultivo como en mezcla
y contrariamente a lo observado en cortes precedentes
tendié a ser mayor con baja que con alta frecuencia de
defoliacion.

Los resultados de este experimento indican que las pas-
turas, mezcla de festuca alta y Lotus tenuis, defoliadas con
una frecuencia de aproximadamente 15 dias tenderian a
presentar una mayor proporcion de biomasa de lotus que
las defoliadas mas frecuentemente. Estos resultados de-
berian corroborarse en futuros experimentos en los que se
analice, ademas de la dinamica de produccion de biomasa
de ambos componentes de la mezcla, el contenido de er-
goalcaloides del forraje cosechado para verificar si dismi-
nuye la toxicidad por un efecto de dilucion.
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(Caracterizacion de genotipos de
Gossypium hirsutum L. sobre su
tolerancia a estrés hidrico

SPOLJARIC, M.V."; TCACH, M.A."; ROJAS, J.M."; TARRAGO, J.R.2; COINTRY, E.L:?

RESUMEN

El déficit hidrico y la alta demanda atmosférica en climas subhimedos limita la productividad de los cultivos,
la seleccion de variedades tolerantes es una estrategia para minimizar el impacto. El objetivo fue caracterizar
20 genotipos de Gossypium hirsutum L. pertenecientes al banco de germoplasma de INTA EEA Saenz Pefia
por su tolerancia al estrés hidrico mediante variables fisiolégicas.

El ensayo se realizd bajo condiciones controladas en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) INTA
Las Brefias durante el afio 2014. Se utilizé un disefio experimental bifactorial; el factor A fue la presencia o
ausencia de estrés (se suspendio la oferta de agua a partir de la tercera hoja verdadera y 50% de CC por seis
dias) y el factor B fueron 20 genotipos de algodén. Se midieron conductancia estomatica (Ce, mmol/m?/s),
temperatura foliar (T, °C) y contenido de agua relativo (CAR, %). Por un lado, los resultados del analisis uni-
variado mostraron interaccion significativa entre el efecto del tratamiento y los genotipos, tanto para Ce como
para CAR. En T solo se observé diferencia entre los genotipos. Por otro lado, las diferencias genéticas en las
variables fisiolégicas fueron bajas debido a un fuerte efecto ambiental causado por las condiciones de estrés,
que enmascararon la variancia genética. Las variables analizadas en conjunto en el analisis de componentes
principales pudieron separar a los tratamientos significativamente y clasificar a los genotipos en tres grupos
contrastantes. Los genotipos con mejor comportamiento frente al estrés hidrico en relaciéon con el CAR y la
Ce conjuntamente fueron BGSP 756, BGSP 463, BGSP 804, BGSP 735, BGSP 803, BGSP 514, BGSP 67,
BGSP 475, BGSP 507 y SP 48114.

Palabras clave: caracterizacion, Gossypium hirsutum L., tolerancia a estrés hidrico.

ABSTRACT

Water deficit and high atmospheric demand in subhumid climates limit the productivity of crops, being the
selection of tolerant varieties a strategy to minimize their impact. The objective was to characterize 20 genoty-
pes of Gossypium hirsutum L. belonging to the germplasm bank of INTA EEA Saenz Pena for their tolerance
to water stress by means of physiological variables. The trial was carried out under controlled conditions in
the EEA INTA Las Brefas during the year 2014. A bifactorial experimental design was used, being the factor
A the presence or absence of stress (water supply was suspended from the third true leaf and 50% FC for six
days), and factor B 20 cotton genotypes. Stomatal conductance (Sc, mmol / m?/s™), leaf temperature (T, °C)
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and relative water content (RWC, %) were measured. The results of the univariate analysis showed a signifi-
cant interaction between the factors treatment and genotype for Sc and RWC. For T, only difference between
genotypes was observed. On the other hand, the genetic differences in the physiological variables were low
due to a strong environmental effect caused by the stress conditions, which masked the genetic variance. The
variables analyzed together by a main component analysis were able to separate the treatments significantly
and classified the genotypes into three contrasting groups. The genotypes with the best behavior against water
stress in relation to RWC and Sc together were BGSP 756, BGSP 463, BGSP 804, BGSP 735, BGSP 803,
BGSP 514, BGSP 67, BGSP 475, BGSP 507 y SP 48114.

Keywords: characterization, Gossypium hirsutum L., tolerance to water stress.

INTRODUCCION

El algodon (Gossypium spp.) es el principal cultivo de fi-
bra natural en el mundo y, en la Argentina es de gran impor-
tancia en el norte del pais, especialmente en la provincia
de Chaco que concentra aproximadamente el 50% del area
de siembra (Delssin, 2015), y donde se registra cerca del
70% de la produccion nacional. Las provincias con mayor
superficie sembrada son: Chaco (269.350 ha), Santiago
del Estero (135.000 ha), Santa Fe (96.000 ha), y Formosa
(16.000 ha); y en menor porcentaje Salta (9.000 ha), San
Luis (2.700 ha), Entre Rios (1.100 ha), Corrientes (480 ha)
y Cordoba (350 ha). En la mayor parte de la region del no-
reste (NEA) y noroeste (NOA) el algoddn se siembra bajo
secano, lo cual provoca inestabilidad en los rendimientos
entre campafas agricolas debido a su dependencia de la
oferta hidrica.

El crecimiento y desarrollo del algoddn no solo se ve in-
fluenciado por el promedio anual de precipitaciones, sino
también por la regularidad y su distribucion estacional (Ar-
turi, 1984). EI Chaco presenta zonas con clima subtropical
cony sin estacion seca. Las precipitaciones oscilan de este
a oeste, entre 1300 y 500 mm anuales, dependiendo del
afo climatico. El area principal de produccion de secano
se encuentra en la zona con estacién seca, en el centro y
sudoeste provincial (Rofman, 1999). En secano con preci-
pitaciones inferiores a los 750 mm disminuye notoriamente
la posibilidad de éxito. Otro factor climatico importante es
la evapotranspiracion potencial que en la region puede al-
canzar hasta 1600 mm anuales, indicando en meses de
alta temperatura y velocidades de viento, déficit o balance
hidrico negativo entre precipitacion y evapotranspiracion.

La disponibilidad y calidad del agua afectan al crecimien-
to y los procesos fisiologicos de todas las plantas, ya que
el agua es el componente principal de las plantas en creci-
miento activo, representando un 70-90% de materia fresca
de esta (Gardner y Gardner, 1983), y es el principal factor
limitante del crecimiento. El algodén se considera bajo es-
trés hidrico cuando el agua util del suelo, o utilizable por
las plantas, alcanza niveles inferiores al 50% (Paytas et al.,
2014). Sin embargo, algunos autores (Brubaker y Wendel,

1994; Brubaker et al., 1999) sugieren que el algodén esta
adaptado a episodios de sequia periédica, ya que el 90%
del algodon cultivado en el mundo fue domesticado en re-
giones semiaridas del sur de México y norte de Guatemala.
Sin embargo, Roark y Quisenberry (1977) reportaron que
la variabilidad genética en los rasgos de tolerancia a es-
trés hidrico en los cultivares modernos es potencialmente
baja, debido a que la mayoria fueron seleccionados bajo
condiciones limitantes. No obstante, las razas primitivas de
algodon han sido identificadas como fuentes potenciales
de caracteristicas asociadas a la tolerancia a estrés hidrico
(Quisenberry et al., 1982; Basal et al., 2003).

Las plantas pueden soportar condiciones de sequia evi-
tando la deshidratacion de sus tejidos manteniendo al mis-
mo tiempo el potencial de agua tisular tan alto como le sea
posible (Ehleringer y Cooper 1992). Paralelamente existen
otras especies que toleran bajos contenidos hidricos en los
tejidos por mantenimiento del potencial de turgencia, ajuste
osmatico y alta elasticidad de la pared celular (Evans, 1983;
Kramer, 1983; Salisbury y Ross, 1985; Loomis y Connor,
1992). La regulacion de estomas, o ajuste estomatico, es un
mecanismo para ajustar la pérdida de agua, utilizado como
indicador de estrés hidrico (Fambrini et al., 1995; Franca et
al., 2000). Asimismo, el contenido de agua relativo es un in-
dicador de tolerancia a la desecacioén en cultivos como trigo
y soja (Schonfeld et al., 1988; Carter, 1989).

En este contexto, el objetivo fue caracterizar 20 genoti-
pos de algoddn pertenecientes al banco de germoplasma
de INTA EEA Saenz Pefia por su tolerancia al estrés hidrico
mediante variables fisioldgicas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 20 genotipos pertenecientes a entradas de
la coleccion de algodén del Banco de Germoplasma de
INTA EEA Saenz Pefa, seleccionados por sitio de origen
y tipo de poblacion (tabla 1). La seleccion se realizé de
acuerdo a lo reportado por Gémez (2007) cuando estimoé
la diversidad genética en entradas de G. hirsutum L. del
banco a través de marcadores moleculares, concluyendo
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que la mayor distancia genética o variabilidad comprendian
genotipos de diferentes origenes y poblacion.

Para el tratamiento de estrés hidrico en etapa de cre-
cimiento vegetativo se utilizd el protocolo de Parkhi et al.
(2009), el cual se ajusto segun los requerimientos del expe-
rimento. El ensayo se realizé en la EEA INTA Las Brefias,
Chaco, durante los meses de mayo y junio de 2014, en
camaras climatizadas bajo condiciones controladas de luz
(300 pm/seg*m?), temperatura (16 h de oscuridad a 20 °C
y 8 h de luz a 30 °C) y 80% de humedad relativa. Este se
considera un ensayo de corto plazo, por abarcar la etapa
vegetativa solamente.

Se disefid un experimento bifactorial donde el factor A
correspondié al tratamiento principal: sin estrés (control:
sin limitaciones de agua) y con estrés (con suspension de
la oferta de agua a partir de tres hojas y 50% de capacidad
de campo). El factor B fueron los 20 genotipos caracteriza-
dos de diversos origenes y poblacion.

Genotipo Poblacion Origen
BGSP 43 Cultivar obsoleto EUA
BGSP 52 Cultivar obsoleto Brasil
BGSP 67 Cultivar obsoleto Costa de Marfil
BGSP 73 Cultivar obsoleto Costa de Marfil
BGSP 156 Linea EUA
BGSP 392 Cultivar obsoleto Argentina
BGSP 463 Cultivar obsoleto EUA
BGSP 475 Cultivar obsoleto Argentina
BGSP 507 Cultivar obsoleto Argentina
BGSP 514 Cultivar obsoleto Australia
BGSP 715 Cultivar obsoleto Pakistan
BGSP 716 Cultivar obsoleto Siria
BGSP 735 Cultivar obsoleto URSS
BGSP 750 Cultivar moderno China
BGSP 765 Local China
BGSP 799 Cultivar moderno Argentina
BGSP 803 Linea Argentina
BGSP 804 Linea Argentina
BGSP 805 Linea Argentina
SP48114 Linea Argentina

Tabla 1. Genotipos de algodon pertenecientes al banco de germo-
plasma de EEA Saenz Pefia.

*Cultivar obsoleto o en desuso y moderno: hace referencia a la
sustitucion en el uso por el productor. Linea: se refiere al mate-
rial desarrollado por los mejoradores que son conservados en los
bancos de germoplasma por su valor real o potencial. Local: son
variedades primitivas, tradicionales o criollas y que son producto
de una seleccién por parte de los agricultores con gran adaptacion
a condiciones abidticas y bidticas.

Se utilizaron 40 macetas de 2 L de capacidad, distribuidas
al azar dentro de las camaras. Las macetas fueron cargadas
con suelo seco de textura franca y se llevé a todas al mismo
peso de 1.3 kg de suelo seco. Se calcularon los mm nece-
sarios para llevar el suelo a capacidad de campo (CC) y se
regaron todas las macetas con ese volumen, llevandose a
un peso de 1.55 kg. Se sembraron diez semillas por maceta,
las cuales fueron regadas cada tres dias hasta la germina-
cién mantenidas entre 90y 100% de CC. Se realiz6 un raleo
en las macetas dejando cinco plantas uniformes en altura,
tamario y nimero de hojas verdaderas. Luego se reg6 perio-
dicamente hasta la aparicién de tres hojas verdaderas des-
plegadas, momento en el cual se suspendio el riego para lo-
grar condiciones de estrés en 20 macetas. En el tratamiento
control se mantuvo el contenido de humedad éptimo. Previo
al inicio del estrés, se equipararon los pesos de las macetas
mediante riego. Cada dos dias se pesaron las macetas y se
equipararon los pesos a la de mayor valor para que de esta
manera lleguen todas a un mismo contenido de humedad en
la misma cantidad de dias. Se considerd el inicio del estrés
cuando las macetas presentaron el peso correspondiente al
50% de CC. A los seis dias de suspendido el riego con ma-
nifestacién de marchitamiento en todas las plantas, se midié
la conductancia estomatica (Ce, mmol m?s™) para evaluar
el grado de apertura estomatica, y la temperatura foliar (T,
°C) por medio de un porémetro foliar (SC-1 Decagon) con
rango de mediciones desde 0 hasta 1.000 mmol m?s.. Se
registraron ambas variables en el mismo momento para evi-
tar que el aumento de temperatura de la hoja disminuyera
la conductancia estomatica (Modller et al., 2007). Para deter-
minar el contenido de agua relativo (CAR, %) se extrajeron
las hojas inmediatamente después de medir las variables
mencionadas y se estimd CAR con la formula descripta por
Schonfeld et al. (1988):

(PF—PS)
CAR (%) = ——x100
(PT-PS)

PF= Peso fresco de la tercera hoja verdadera diferen-
ciada.

PT= Peso de maxima turgencia. Luego de determinar PF
se dejaron las hojas en agua destilada en placas de Petri
selladas con parafilm por 24 horas a temperatura ambien-
te. Transcurridas 24 h se pasaron a papel de filtro para
eliminar el excedente de agua para luego ser pesadas.

PS = Peso seco. Se colocaron las muestras en estufa a
70 °C por 72 h y se pesaron.

El ensayo se realiz6 dos veces en momentos de tiempo
(mayo y junio) diferentes, elegidos aleatoriamente, que
se consideraron repeticiones. La duracion del ensayo fue
de 30 dias.

El analisis estadistico se dividi6 en dos aproximacio-
nes: univariado y multivariado. Para el primero se realizd
un analisis inferencial por medio de modelos generales li-
neales y mixtos con el programa estadistico InfoStat/P (Di
Rienzo et al., 2014) a través de su interfaz con el programa
R. Se consideraron tratamiento y genotipos como efectos
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fijos y a las repeticiones como efecto aleatorio. Se evalud
ademas la interaccion entre los efectos fijos. Se comproba-
ron los supuestos de normalidad y homogeneidad de va-
rianzas para cada modelo y se corrigié, cuando fue nece-
sario, la heterogeneidad de las varianzas, seleccionando el
modelo mas parsimonioso en cada caso por medio de los
coeficientes AIC y BIC. Para la comparacion de los valores
promedios se utilizé la prueba LSD de Fisher con un valor
de significancia del 5% (p<0,05).

Ademas se calcularon los componentes de la varianza
para determinar la Heredabilidad en sentido amplio (H?) o
Grado de Determinacion Genética (GDG) en las variables
que presentaron diferencias significativas para tratamiento
principal siguiendo el modelo propuesto por Mariotti (1986)
y utilizando la formula de Falconer (1981).

H? _Ve
Vi

Vg: varianza genética
Vf: varianza fenotipica

Para el analisis multivariado se utilizé el programa R ver-
sion 3.0.1 (R, 2011). Se estandarizaron los datos y se cons-
truyé una matriz de correlaciones lineales, luego se realizd
un Analisis de Componentes Principales (ACP) por medio
del paquete FactoMineR, que posibilita realizar elipses de
confianza para las medias de grupo segun el tratamiento
principal y conocer los p-valores (p<0,05) de la correlacion
entre grupos. Una vez verificado si las variables podian se-
parar significativamente a los tratamientos, se procedié a
realizar nuevamente ACP solo con los datos del tratamien-
to con déficit hidrico. Con estos resultados se confecciona-
ron biplots sobre las dos primeras componentes principales
(CP) y luego se realizé un analisis de conglomerados para
profundizar en los agrupamientos.

RESULTADOS

Anélisis univariado
Conductancia estoméatica (mmol m2s1)

La Ce presento diferencias significativas entre tratamien-
tos, genotipos y su interaccion (tabla 2). La Ce fue afecta-
da por el estrés hidrico (3,82 mmol m?s™) al compararla
con el promedio del control (125,37 mmol m?s). La in-
teraccion significativa expresé que la Ce en condiciones
de estrés hidrico fue similar entre genotipos, presentando
valores minimos y maximos de 2,32 a 11,55 mmol m2s™,
respectivamente. Sin embargo, en condiciones de buena
disponibilidad hidrica (sin estrés) los genotipos mostraron
mayor variacion, con un valor minimo y maximo de 12,28
y 269,25 mmol m?s™, respectivamente. El genotipo BGSP
799 presento el mayor valor de Ce (269,25 mmol m?2s)en
condiciones sin estrés y el menor valor (2,32 mmol m?s)
el genotipo BGSP 52 en condiciones de estrés (tabla 3).

Temperatura foliar (°C)

Los resultados no presentaron diferencias significativas
para el tratamiento (p<0,8499) y la interaccién entre trata-
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miento y genotipos (p<0,2558). Sin embargo las diferen-
cias entre genotipos fueron significativas (p<0,0001) (tabla
2). Las entradas BGSP 715, BGSP 716, BGSP 67 y BGSP
750 presentaron mayores temperaturas (30,5; 30,3, 30,2 y
30,2°C) y BGSP 43 denominada “Stoneville 508” exhibid el
menor valor (28,0 °C).

Contenido de agua relativo (%)

El CAR presentd diferencias significativas para trata-
miento (p<0,0001), genotipo (p<0,0112) e interaccién
(p<0,0027) (tabla 2). Los valores medios alcanzados en
condiciones de estrés fueron de 44,3% y sin estrés de
81,8%. El genotipo BGSP 52 presenté mayor turgencia en
el tratamiento sin estrés (90,2%), y present6 diferencias
significativas con BGSP 43, BGSP 463, BGSP 715, BGSP
716 y BGSP 765. El genotipo BGSP 715 presento6 el CAR
mas bajo dentro del control, con un promedio de 68,5%.
Los genotipos que presentaron mayor valor de CAR sin
presentar diferencias significativas en condiciones bajo es-
trés hidrico fueron BGSP 43 (52,8%), BGSP 514 (52,65%)
y SP 48114 (52,32%) y en relacién con los genotipos mas
afectados fueron BGSP 805 quien presenté el menor va-
lor (30,9%) seguido de BGSP 750 (33,41%), BGSP 52
(37,80%), BGSP 392 (38,34%), BGSP 73 (40,57%), BGSP
716 (40,76%), BGSP 765 (40,96%), BGSP 156 (41,05%) y
BGSP 799 (41,46% (tabla 3).

Ce (mmol m?s?) T (°C) CAR (%)

Tratamiento 0,0001*** 0,8499ns  0,0001***
Genotipo 0,0001*** 0,0001***  0,0112**
Tratamiento x 0,0001*** 0,2558ns  0,0027**

Genotipo

Tabla 2. Pruebas de hipotesis secuenciales para las variables con-
ductancia estomatica (Ce), temperatura foliar (T) y contenido de
agua relativo (CAR).

*, ** xxx Significado de la prueba F a p < 0,05, 0,01 0 0,0001, res-
pectivamente; ns, indican no significancia.

Heredabilidad en sentido amplio

A partir de los componentes de la varianza se determiné
la heredabilidad en sentido amplio (H?) (tabla 4). Los com-
ponentes genéticos para Ce expresaron mayor variabilidad
en el tratamiento sin estrés hidrico en comparacién al tra-
tamiento con estrés, indicando que la variabilidad genética
disponible en condiciones de estrés hidrico disminuye. La
heredabilidad en sentido amplio en condiciones de estrés
hidrico (H?= 0,035) fue baja. El 3,5% de la variacion fenoti-
pica se debio al genotipo, mientras que 96,5% al ambiente.
Distinta fue la respuesta para buenas condiciones de hu-
medad donde el 32% del fenotipo se debio a la expresion
del genotipo y el 68% al ambiente (H>= 0,32).

Los componentes genéticos y fenotipicos en CAR mostra-
ron similar variabilidad en condiciones de estrés hidrico y sin
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Genotipo Ce (mmol m2s?) CAR (%)
Sin estrés Con estrés Sin estrés Con estrés
BGSP 43 87,22def 6,309 77,35bc 52,81d
BGSP 52 85,87def 2,329 90,20a 37,80ghi
BGSP 67 53,98efg 3,089 84,17ab 51,58de
BGSP 73 61,63efg 2,509 80,58ab 40,57fghi
BGSP 156 142,92bcde 2,959 83,17ab 41,05efghi
BGSP 392 128,35cde 3,109 84,35ab 38,34ghi
BGSP 463 107,83cdef 3,539 78,13bc 43.86defgh
BGSP 475 91,52def 4,88¢g 80,77ab 50,94defg
BGSP 507 253,32a 7,059 85,44ab 48.50defg
BGSP 514 99,55cdef 2,329 83,37ab 52,65d
BGSP 715 67,23efg 2,55¢g 68,46¢ 43.28defgh
BGSP 716 115,6cde 2,829 79,20bc 40,76fghi
BGSP 735 97,15cdef 4,309 81,08ab 46.96defg
BGSP 750 12,28g 2,609 81,65ab 33,41hi
BGSP 765 179,75abcd 3,689 78,83bc 40,98fghi
BGSP 799 269,25a 2,389 88,07ab 41,46efghi
BGSP 803 228,45ab 3,289 83,21ab 50,00defg
BGSP 804 135,17bcde 2,509 80,53ab 48.50defg
BGSP 805 192,80abc 2,739 82,75ab 30,90i
SP 48114 97,48cdef 11,55¢g 84,59ab 52,32d

Tabla 3. Interaccion entre Tratamiento y Genotipos para los parametros conductancia estomatica (Ce) y contenido de agua relativo (CAR).
*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

estrés, siendo la heredabilidad (H?>= 0,085) en condicio-
nes de estrés hidrico baja a nula, es decir, que el 8,5%
de variacion fenotipica se debio al genotipo y el 91,5% al
ambiente. En condiciones de buena disponibilidad hidri-
ca (sin estrés) el CAR presentd una heredabilidad (H?=
0,081) similar a la anterior.

Variables  Tratamiento o, o8 H?
c Sinestrés  3409,45  10662,25 0,32
e
Con estrés 0,9 25,55 0,035
Sinestrés 20,08 245,18 0,081
CAR
Con estrés 9,64 112,25 0,085

principales fue 90,5%. Las variables que definieron el com-
ponente principal 1 (CP1) fueron CAR y Ce, mientras que
la T definié el componente principal 2 (CP2) (figura 1). Ade-
mas se obtuvieron dos grupos significativamente diferentes
para el factor A, tratamiento principal: sin estrés y con es-
trés hidrico y con dispersiones en condiciones sin estrés por
los genotipos BGSP 43 (23) y BGSP 52 (40) y también en
condiciones de estrés (3) y (8) respectivamente. La signifi-
cancia estadistica de estas diferencias pudo comprobarse
a través de elipses de confianza y p-valores (p<0,05) de la
correlacion entre grupos, es decir, que las coordenadas de
los tratamientos fueron significativamente diferentes (tabla 5)

Tabla 4. Varianzas genética (0%;), fenotipica (0%, y heredabilidad
(H?) en sentido amplio en los dos tratamientos para contenido de
agua relativo (CAR) y conductancia estomatica (Ce).

Analisis multivariado

Se realizé un analisis de componentes principales (ACP)
con los datos estandarizados de las variables respuesta,
donde la variabilidad total explicada por dos componentes

Componente principal 1

R? p-valor
Tratamiento 0,8438 6,653532 e-17
Estimado p-valor
Sin estrés 1,202352 6,653532 e-17
Con estrés -1,202352 6,653532 e-17

Tabla 5. Prueba de significancia de la correlacion de la variable
categdrica Tratamiento con la CP1 (Test de Student).
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Figura 1. Grafico de las variables conductancia estomatica (Ce), temperatura foliar (T) y contenido de agua relativo (CAR) y diferencias
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Figura 2. Arbol jerarquico de los genotipos en condiciones de estrés sobre la CP1y CP2.
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Variables Grupos v. test Media en la categoria Media general p-valor
CAR 1 -3,13 38,72 44,32 0,001
CAR 2 2,93 48,6 44,32 0,003

T 3 -4.1 28,32 29,83 3,96 x10°

Tabla 6. Descripcion de los grupos a través de las variables de contenido de agua relativo (CAR) y temperatura foliar (T).

Media de la categoria: describe el promedio para las variables que caracterizan cada grupo; Media general: el promedio para la variable
para el conjunto total de datos; p-valor correspondiente a la hipétesis de que la media de la categoria es igual a la media global. Si el p-
valor es menor a 0,05 la media del grupo es significativamente mayor o menor a la media global, segun el signo del test de valor (v. test).
El test de valor es considerado una desviacion “estandarizada” entre la media de los individuos de una categoria y la media global. Segun
el signo indica si la desviacién del grupo es con valores menores o mayores.

presentando el grupo sin estrés coordenadas mayores en la
CP1, es decir, valores mas altos de Ce y CAR.

Una vez realizado el ACP para todos los individuos se
analizd unicamente el tratamiento con estrés hidrico utili-
zando la misma metodologia. El objetivo de este analisis
fue visualizar la distribucion de los genotipos de acuerdo a
los valores que mostraron las variables en conjunto.

La variabilidad total explicada por ambos componentes
fue del 83,3%. Las variables respuesta se comportaron de
manera similar que en el analisis anterior, es decir, que la
CP1 fue definida por Ce y CAR, yla CP2 porlaT.

El arbol jerarquico o dendrograma dividié a los genotipos
en tres grupos (figura 2). El nivel 6ptimo sugerido por este
método (presentado por una linea negra solida) también es
de tres. De esta manera, el grupo uno, mostrado por un re-
cuadro negro, presentoé los siguientes genotipos: el 37,5%
de los genotipos fueron originarios de Argentina (BGSP
805, BGSP 799, BGSP 392) mientras que 62,5% restantes
por poblaciones de China (BGSP 750), Siria (BGSP 716),
EUA (BGSP 156), Costa de Marfil (BGSP 73) y Pakistan
(BGSP 715), en igual proporciéon. Para el grupo dos (re-
cuadro de color rojo), el 50% de las poblaciones fueron
provenientes de Argentina (SP 48114, BGSP 804, BGSP
803, BGSP 507) y el otro 50% de China (BGSP 765), EUA
(BGSP 463), Australia (BGSP 514), Costa de Marfil (BGSP
67)y URSS (BGSP 735).Con respecto al grupo tres (recua-
dro de color verde), estuvieron conformadas por los geno-
tipos BGSP 43 de origen americano y BGSP 52 de origen
brasilero teniendo en comun que son materiales obsoletos,
siendo el grupo mas uniforme respecto de la poblacion.
Los porcentajes de los dos primeros grupos sugieren que
las caracteristicas fisioldgicas presentaron mayor peso en
separar a los genotipos en tres grupos y el agrupamiento
no correspondié al origen de la poblacién, ya que en los
diferentes grupos se encuentran genotipos provenientes de
todos los continentes y poblaciones diversas en cuanto a si
corresponde a un material moderno, obsoleto, linea y local.

En la tabla 6 se muestra la descripcién de los grupos
a través de las variables. Los genotipos del grupo uno se
caracterizan por tener un CAR menor (38,72%) a la media
general (44,32%), las del grupo dos un CAR mayor (48,6%)
a la media general (44,32%) y las del grupo tres una T me-
nor (28,32°C) a la media general (29,83 °C).

La descripcién de los grupos por las CP indicaron que los
genotipos del grupo uno tienen menores coordenadas en la
CP1, es decir, valores menores de CAR y Ce; los genotipos
del grupo dos que tienen coordenadas mayores en la CP1,
es decir, mayor valor de CAR y Ce, y los del agrupamiento
tres tienen coordenadas menores en la CP2 respecto de
la media general presentando valores significativamente
menores de T.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El estrés hidrico es un fendmeno complejo que afecta
a la fisiologia, (Grimes y El-Zik, 1990), al crecimiento y
a la productividad en las plantas de algodén (Chu et al.,
1995). En el presente trabajo se pudo comprobar que las
variables fisioldgicas Ce y CAR fueron las mas afectadas
por el estrés hidrico. El valor promedio de los genotipos
en la Ce fue 3,82 mmol m-?s™! para el tratamiento con es-
trés y 125,37 mmol m2s™' para el control, indicando el cie-
rre de los estomas en condiciones de déficit de humedad
(Pagan Rubio, 2012). Similares respuestas encontraron
Pilon et al. (2012), cuando estudiaron el efecto del es-
trés hidrico sobre la termosensibilidad del Fotosistema 1
en cultivares de algodon, la Ce fue afectada significativa-
mente en los cultivares de Pima 32 (11,82 mmol m?s-'),
Siokra L23 (12,09 mmol m2s™), DP0912 (28,40mmol m2s')
y T1521 (19,62 mmol m?s™) en comparacion con el control
que mostré valores mas altos (55,63 mmol m2s™; 157,43
mmol m2s'; 136,15 mmol m?s'y 114,89 mmol m?s™). En
el presente trabajo la interaccion entre tratamiento y geno-
tipos demostré que la respuesta de la Ce en condiciones
de estrés hidrico fue similar entre genotipos, con valor mi-
nimo y maximo de 2,32 y 11,55 mmol m?s, respectiva-
mente; sin embargo en buenas condiciones de humedad,
se observé mayor variabilidad (minimo y maximo de 12,28
y 269,25 mmol m? s, respectivamente (tabla 5). Estos
resultados sugieren que para detectar respuestas diferen-
ciadas o variabilidad genética disponible en la Ce en los
genotipos bajo condiciones de estrés hidrico, habria que
llevar el tratamiento a un nivel algo mayor de humedad,
es decir, un estrés mas leve, ya que con estrés intenso
las caracteristicas genéticas se uniforman en su respuesta.
Harris (1973), Bielorai y Hopmans (1975) también informa-
ron, para experimentos en macetas, que la Ce fue signifi-
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cativamente disminuida en condiciones de déficit hidrico;
otros investigadores han reportado cierre estomatico por
esta causa en algodon y otros cultivos en macetas (Boyer,
1970). Los experimentos de campo han demostrado que la
Ce del algodon se adapta al estrés hidrico; Paytas (2009)
halloé asociacion en la disminucion de Ce con el aumento
de déficit hidrico al estudiar el efecto temprano del estrés
en el crecimiento, desarrollo y rendimiento en algodén de
alta retencion de capsulas a campo y Ackerson et al. (1977)
reportaron que la Ce en algodén cultivado en el campo es
ligeramente afectada ya que los estomas de las hojas no
se cerraron completamente, incluso bajo potenciales hidri-
C0Ss muy bajos.

Coincidiendo con lo anteriormente expuesto, la heredabi-
lidad en sentido amplio para la Ce fue baja en condiciones
de estrés hidrico, es decir, el 3,5% de la variacion fenotipica
se debio a diferencias entre genotipos y el 96,5% a efectos
ambientales. Distinta fue la respuesta para condiciones sin
estrés donde el 32% de la variacion fenotipica observada
se debid a la existencia de diferencias entre los genotipos
y el 68% atribuido a las variaciones del ambiente. La he-
rencia de la Ce fue estudiada en la variedad de algodoén
Pima por Percy et al. (1996), quienes demostraron que es
un tipo de herencia compleja que incluye desde un simple
modelo aditivo-dominante a un modelo donde se presentan
interaccion epistatica/digénica. Estos mismos autores re-
portaron estimaciones de heredabilidad en sentido amplio
para Ce que variaron desde 0,16 hasta 0,44. En poblacio-
nes interespecificas obtenidas por la cruza de G. hirsutum
(americano) x G. barbadense (Pima o Tanguis), Ulloa et al.
(2000) demostraron la presencia de efectos aditivos, como
asi también de dominancia para la Ce en estudios efec-
tuados a través de QTLs. Los alelos de los marcadores
dominantes de los padres de tipo algodén americano con-
tribuyeron a valores medios mas altos de Ce y esto sugirio,
ademas, que los genes de algoddn americano podrian con-
tribuir al aumento de Ce en lineas de Pima en programas
de mejoramiento avanzados. Ademas, la Ce en el algodén
esta determinada genéticamente y se ha demostrado que
se asocia con la resistencia al calor y rendimientos mas
altos. En general, el estrés por altas temperaturas reduce
la Ce y la variabilidad genética disponible (Rahman, 2005).
Del mismo modo podria comportarse ante el déficit hidri-
co debido a que no existe un mecanismo de resistencia al
estrés abidtico unificado para la sequia a nivel de toda la
planta o a nivel de gen individual (Blum, 2004).

Con respecto al CAR, la disminucion en sus valores en
respuesta a la sequia ha sido observada en una amplia va-
riedad de especies. Asi lo han demostrado Nayyar y Grupta
(2006) trabajando en trigo y maiz, y Jamal et al. (2014), en
algodén arbéreo, entre otros. Investigaciones previas (Kai-
ser, 1987; Robinson., 1988; Cornic et al., 1989) han indica-
do que el estrés hidrico comienza a inducir restricciones a
nivel de mesdfilo, disminuyendo la fotosintesis cuando el
CAR en tejido de la hoja alcanza entre el 50 y 70%. Al mis-
mo tiempo se considera a los genotipos tolerantes aquellos
que pueden mantener el CAR alto en comparacion con los
sensibles (Ananthi et al. 2013). Los resultados mostraron
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menor valor promedio de CAR en los genotipos bajo estrés
hidrico (44,3%) contrario a un alto valor promedio sin estrés
(81,8%). Comportamiento similar encontraron Jamal et al.
(2014) cuando estudiaron el efecto del estrés por sequia
sobre el crecimiento y la fisiologia en G. arboreum regis-
trando menor CAR en las plantas que crecieron en condi-
ciones de estrés hidrico (44,3%) en comparacién con las
que lo hicieron sin estrés hidrico (70,2%). La interaccion
aqui hallada entre tratamiento principal y genotipos indi-
c6 que estos se comportaron de manera diferente segun
la condicién de humedad del suelo en que crecieron. Los
valores de CAR obtenidos para los genotipos en condicio-
nes de buena disponibilidad hidrica en el suelo variaron
entre 68,4 y 90,2% y en condiciones de estrés hidrico entre
30,9 y 52,8%. Es interesante mencionar respecto al CAR
y en relacion con el tipo de hoja que el genotipo de origen
australiano BGSP 514, denominado Siokra, de hojas muy
lobuladas, presentd un valor de CAR alto (52,6%) y bajos
valores de Ce (2,32 mmol m2s™) en condiciones de estrés,
respecto a los demas genotipos de hojas normales. Petti-
grew et al. (1993) encontraron que las plantas de hoja okra 'y
super okra tenian valores de Ce mas bajos que las isolineas
de hojas normales a potenciales altos de agua, y esto se atri-
buyé a la menor densidad de estomas presentes en la cara
abaxial de los genotipos de hoja okra (Wellsy Meredith Jr.,
1986). Resultados similares fueron reportados por Karami et
al. (1980) y Nepomuceno et al. (1998), quienes también in-
formaron que los genotipos de algoddn de hojas super okra
fueron capaces de mantener alta turgencia en las hojas a
potenciales osméticos mas bajos en comparaciéon con las
plantas de hojas normales. También las plantas de hoja tipo
okra y super okra exhibieron mayores tasas fotosintéticas a
potenciales hidricos bajos en comparacién con las plantas
de hoja tipo normales en experimentos de invernadero y de
campo (Karami et al., 1980; Nepomuceno et al., 1998; Pet-
tigrew, 2004).

Para determinar la existencia de un comportamiento dife-
rente entre los genotipos en la variable CAR, se estimaron
los valores de H?encontrandose que estos fueron bajos en
ambas condiciones de humedad. La variacion de los fe-
notipos en condiciones de estrés fue determinada por las
variaciones del ambiente en un 91,9% y tan solo un 8,1%
por las diferencias entre los genotipos.

Las mediciones de temperatura foliar (T) y las tempe-
raturas del dosel se han establecido como buenos indi-
cadores de la tolerancia de las plantas a la sequia y su
utilizacion permite cuantificar el déficit de la planta (Ko y
Piccinni, 2009). En el presente trabajo no hubo diferencias
significativas para tratamientos ni interaccion, sin embargo
las diferencias entre los genotipos si fueron significativas.
Las T mas altas fueron observadas en BGSP 715, BGSP
716, BGSP 67 y BGSP 750 y las mas bajas en BGSP 43 y
BGSP 52. No obstante, Pettigrew (2004) encontré diferen-
cias significativas en la temperatura del dosel cuando eva-
luo las consecuencias fisiologicas del estrés hidrico en al-
gododn a campo con riego y sin riego sobre ocho genotipos
en el sudoeste de EE. UU.; los resultados mostraron que
en las plantas que crecieron en secano las temperaturas
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registradas fueron mayores (35,2 °C) que las que crecieron
bajo riego (30,7 °C).

El ACP para el conjunto de datos presenté alta correla-
cion entre Ce y CAR representada por la CP1, explicando
ambas variables el 57,11% de la variabilidad total (figura 1).
Asimismo, Quisenberry et al. (1982) encontraron una co-
rrelacion significativa entre el CAR, el cierre de estomas y
tasas de crecimiento promedio de los genotipos de algodon
en condiciones de estrés hidrico a campo. Los resultados
descriptos para CAR fueron similares a los informados para
la acerola o cereza de Barbados, donde Nogueira (1997)
propuso el potencial hidrico foliar como indicador de tole-
rancia a la sequia; esta variable también fue considerada
para la seleccion de variedades de mani (Nogueira et al.,
1998). También, Millar et al. (1971) enfatizaron que se ha
dado preferencia a las determinaciones del potencial total
del agua en la planta, porque esta influia mas directamente
en los procesos metabdlicos que cualquier otro parametro
de evaluacion del déficit hidrico. Por su parte, Clark y Hiler
(1973) constataron que el potencial del agua en la hoja re-
sultaba ser mejor indicador del estado hidrico de la planta
que la resistencia difusiva estomatica o temperatura foliar.
Sin embargo, Acevedo et al. (1998) relataron que las me-
diciones del potencial hidrico, aisladamente, no dan infor-
macion suficiente sobre el impacto del estrés hidrico en los
procesos fisioldgicos mediados por el contenido de agua de
los tejidos. Por el contrario, Ananthi et al. (2013) sostienen
que los genotipos tolerantes mantienen en sus hojas un alto
CAR y actividad fotosintética con respecto a los sensibles.
La temperatura definié la CP2 y explicé el 29,7% de la varia-
bilidad total. Segun Armani et al. (1996) la Ce tiene una rela-
cion directa sobre el enfriamiento por transpiracion y existe
una fuerte relacion entre la Ce y la T, por lo tanto ambos se
ven afectados por muchos de los mismos factores ambien-
tales y fisiologicos (Reynolds et al., 2012). El esfuerzo de
la planta para conservar el agua también podria conducir a
una mayor temperatura foliar (Carmo-Silva et al., 2012; Pet-
tigrew, 2004; Shahenshah y Isoda, 2010), viéndose dismi-
nuida la capacidad de enfriamiento de la hoja por evapora-
cion (Radin et al., 1994); sin embargo en el presente estudio
no se pudo determinar tales relaciones. Se pudo comprobar
mediante un analisis de significancia que las coordenadas
de los tratamientos con estrés y sin estrés fueron significa-
tivamente diferentes en relacion con las variables CAR y Ce
(figura 1), presentando el grupo sin estrés mayores valores
promedios de CAR y Ce en relacion con el grupo con estrés
hidrico, reforzando lo anteriormente explicitado de que en
condiciones hidricas 6ptimas hay mayor contenido hidrico
en hoja y apertura de estomas; ademas en condiciones de
buena disponibilidad de agua, la regulacion de la Ce mantie-
ne un nivel ¢ptimo de las concentraciones de CO, interno lo
cual promueve la fotosintesis. Al contrario, la reduccion del
CAR es una pérdida de turgencia de las células que conlleva
al cierre de estomas y la reduccion de la tasa fotosintética
(Lv et al., 2007; Kramer y Boyer, 1995). Ademas, el cierre de
estomas es debido a una sefalizacion del acido abscisico
en cascada que provoca reduccion en la turgencia que guar-
dan las células. Esta es una respuesta fisiologica primaria
que la planta de algodon provoca ante el estrés por sequia

(Ackerson, 1980), con la consiguiente disminucién de la Ce
para minimizar la pérdida transpiracional de agua (Chaves
etal., 2003).

Para discriminar con mayor detalle las caracteristicas
evaluadas de los genotipos en el tratamiento de estrés
hidrico, se utilizé el método de agrupamiento o dendo-
grama, empleado por Sokal y Sneath (1963), conocido
hoy por método de agrupacion jerarquica o particion en
grupos (Husson et al. 2010). El dividi6 a los genotipos en
tres agrupamientos (figura 2): el grupo uno se caracteri-
z6 por tener un CAR menor (38,72%) a la media general
(44,32%), las del grupo dos un CAR mayor (48,6%) a la
media general (44,32%) y las del grupo tres una T me-
nor (28,32 °C) a la media general (29,83 °C) (tabla 6).
Ademas, los tres grupos fueron conformados en funcion a
los componentes principales 1y 2, presentando el grupo
uno menores valores de CAR y Ce, el grupo dos valores
mayores de CAR y Ce, y por ultimo el grupo tres menor
T. Los genotipos mas deseables por su desempefio en
condiciones de estrés hidrico por presentar mayor CAR
y Ce serian los pertenecientes al grupo dos: BGSP 756,
BGSP 463, BGSP 804, BGSP 735, BGSP 803, BGSP
514, BGSP 67, BGSP 475, BGSP 507 y SP 48114.

Estos resultados lograron obtener la caracterizacion de
los 20 genotipos evaluados pertenecientes al Banco de
Germoplasma de Algodon de la EEA Saenz Pefia de INTA
(Chaco, Argentina) por su tolerancia al estrés hidrico en
etapa de crecimiento vegetativo del cultivo. Se conside-
ra que el trabajo realizado es un primer paso en la con-
tribucion para la obtencion de lineas o variedades mas
adaptadas a esta condicion ambiental. Como perspectiva
a futuro se pretende evaluar estos genotipos a campo en
distintos ambientes para mejorar las estimaciones de las
relaciones genéticas.
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Drenes subsuperficiales: control
de la salinizacién edafica en producciones
intensivas bajo cubierta

CUELLAS, M.}; ALCONADA MAGLIANO, A.*

RESUMEN

La actividad productiva del Cinturén Horticola del Gran La Plata, con caracteristicas comunes a todo el
cinturé6n metropolitano, se desarrolla en suelos con restricciones de permeabilidad. El manejo productivo
junto con el riego con agua de baja calidad y con las caracteristicas de los suelos provoca degradaciones por
salinizacién, alcalinizacién y anegamiento, favoreciendo la incidencia de plagas y enfermedades y afectando
el desarrollo del cultivo. Se estudié la eficiencia de drenes subsuperficiales para controlar la salinizaciéon de un
suelo Hapludert tipico degradado con cultivos protegidos. Se compararon drenes con dos diametros (10 y 15 cm)
instalados sobre el techo del Bt, distanciados entre si a 5 m, respecto a un tratamiento con yeso. Se siguio6 la
evolucién del suelo y cultivo en tres ciclos productivos. Los drenes disminuyeron marcadamente la salinidad
sin diferencias atribuibles al diametro. El yeso solo tuvo mejoras temporales. Se observé hacia el segundo y
tercer ciclo productivo, el efecto de los drenes en todo el sitio, incluido el testigo (CE inicial promedio del sitio
4,5 dS.m? vs. CE final 1,77 dS.m). La alcalinizacion no se modificé con ningun tratamiento. El rendimiento
del cultivo aumento con el uso de drenes, cubriendo el costo adicional de instalacién, y mejorando el resultado
econdmico del sistema.

Palabras clave: suelo Hapludert, alcalinizacion, yeso.

ABSTRACT

The productive activity of the horticulture belt of Gran La Plata region, with common features throughout the metropoli-
tan’s belt, develops in soils with restricted permeability. The production management, along with irrigation using poor qual-
ity water and the characteristics of the soil, cause degradation by salinization, alkalinization and waterlogging, favoring the
incidence of pests and diseases and affecting crop development. The subsurface drainage efficiency was studied to control
soil salinization of a Typic Hapludert soil degraded for protected crops. Drains of two diameters (10 and 15 cm) installed
on the roof of Bt, spaced to 5 m, about gypsum application were compared. Soil evolution and cultivation was evaluated
during three production cycles. Drains markedly decreased soil salinity, independently to the diameter of them. The use
of gypsum only showed temporary improvements. It was noted to the second and third production cycle, the effect of the
drains around the site, including the control (average initial site CE 4.5 dS.m™ vs 1.77 dS.m* end CE). Alkalinization was
unchanged with any treatment. Crop yield increases with the use of drains, covering the additional cost of installation, and
improving the economic performance of the system.

Keywords: Hapludert soil, alkalization, gypsum.
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INTRODUCCION

La importancia socioeconémica, productiva y ambiental
de la horticultura intensiva es ampliamente conocida y ana-
lizada en diferentes ambitos publicos y privados. Desde el
punto de vista socioeconémico genera alrededor de dos
millones de puestos de trabajo, y representa aproximada-
mente el 11% del PB agricola nacional (Fernandez Loza-
no, 2012). La produccion se concentra en los denominados
“Cinturones horticolas” (ubicados alrededor de las grandes
ciudades); el Metropolitano (CHM) es el de mayor impor-
tancia, debido a que provee de alimentos frescos aproxi-
madamente a 13 millones de habitantes. Dentro del CHM,
el area de mayor importancia es la del Gran La Plata, con
una superficie cercana a las 4641 ha bajo cubierta (Miran-
da, 2017).

Las condiciones productivas de cultivo, suelo y agua de
la regién del Gran La Plata, asi como sus consecuencias
ambientales y socioeconomicas, en términos generales
son comunes al resto de las areas horticolas que integran
el CHM, e incluso semejante a otros cinturones horticolas
del pais, donde el manejo determina en relaciéon con los
suelos, problematicas vinculadas principalmente a su sa-
linizacion y alcalinizacion. La magnitud de la ocurrencia
de estos procesos degradativos resulta de las relaciones
entre el tipo de suelo, manejo del cultivo (agroquimicos,
enmiendas quimicas y organicas) y manejo del agua de
riego (calidad y cantidad).

Especificamente en la regién de estudio (Gran La Plata),
los suelos destinados a la produccion horticola son clasifi-
cados como Hapludert tipico (Serie Gorina) y Argiudol vér-
tico (Series Estancia Chica y Segui) (Hurtado et al., 2006).
En su condicidn natural estos suelos presentan un fuerte
desarrollo con un horizonte A bien provisto en materia or-
ganica (>5%) relacionado con un pH ligeramente acido y
a una adecuada provision y proporcion de cationes (prin-
cipalmente Ca*?). El nivel de Na*es muy bajo y el perfil
se encuentra libre de sales. Como uUnica limitante quimica
se destaca el bajo contenido de fosforo (<10ppm BK1). La
propiedad que condiciona el manejo de estos suelos es la
permeabilidad moderadamente baja a baja y la elevada
plasticidad debido al alto contenido de arcillas desde su-
perficie que se incrementa en profundidad. Especificamen-
te en el Vertisol (Hapludert tipico) el contenido de arcillas
en superficie es de aproximadamente un 30-40%, y en el
horizonte Bt subyacente aumenta a un 50-65%. Se destaca
una elevada proporcion de esta arcilla, de tipo expansiva,
que se manifiesta en grietas y abundantes slickensides.
Estos suelos son regados con agua bicarbonatada sddica
(la que prevalece en la regién) (Alconada y Zembo, 2000)
y son manejados intensivamente (laboreos, aplicacion de
agroquimicos, abonos organicos, fertilizantes, etc.) (Guiffre
et al., 2004). Consecuentemente, se favorece la ocurrencia
de degradaciones edaficas (fisicas, quimicas y biolégicas)
de variada magnitud, pero asociadas en todos los casos a
procesos de salinizacion y alcalinizacion (Alconada y Huer-
go, 1998; Alconada et al., 2006; Gonzalez y Amma. 1976;
Poncetta et al., 2006).

Alconada y Huergo (1998) y Alconada y Zembo (2000)
encuentran vinculaciones entre la calidad del agua de rie-
go, tipo de suelo, manejo, y rendimientos en sistemas de
produccién horticola intensiva, con el nivel de salinizacion
y alcalinizacién. Se indica para el horizonte A (0-20 cm) va-
lores de hasta 7-8 dS.m* de conductividad eléctrica (CE,
salinizacion) y 9-10 de RAS (alcalinizacion), destacandose
en los primeros 2 cm de suelo concentraciones de sales
que conducen a valores de hasta mas de 50 dS.m*de CE,
y 25 de RAS. Alconada et al., (2011) sefialan la asociacion
entre la salinizacion con la aplicacion elevada de fertilizan-
tes, sin un criterio ajustado a los requerimientos del cultivo
y nutricién edafica.

Como consecuencia de lo indicado, se restringe aun mas
la baja permeabilidad natural de los suelos, generando
acumulaciones de agua en superficie (encharcamiento) y
subsuperficialmente en el techo del horizonte Bt (pudiendo
formarse un horizonte E). Asociado a esto, se observa una
mayor incidencia de enfermedades, plagas, con drasticas
disminuciones del rendimiento, y en casos extremos hasta
abandono del sitio productivo (Alconada et al., 2000b, Al-
conada, 2005). A fin de revertir la situacion planteada, en la
region de estudio se incrementa la aplicacion de biocidas,
abonos, fertilizantes, y consecuentemente los costos, sin
lograr mejorar los rendimientos, por lo cual disminuyen los
margenes brutos (Alconada et al., 2011). Asimismo, se re-
gistra una contaminacion del agua subterranea, principal-
mente con nitratos (Auge y Nagy, 1999; Minghinelli, 1995)
y de los productos de cosecha.

Resulta entonces necesario controlar el aporte de sales
al suelo, y evitar su concentracion, especialmente de las
sales con Na*, manteniendo una adecuada permeabilidad
en el area de influencia de las raices, evitando su ascenso
por capilaridad (Pla Sentis, 1983). Esto podria lograrse me-
diante la instalacion de drenes en la parte superior del ho-
rizonte Bt, al disminuir el encharcamiento, la acumulacién
de sales e interrumpir el ascenso capilar. Otra técnica de
efectividad probada en otros sistemas productivos y suelos
es la aplicacion de yeso que presenta resultados inciertos
en laregion e incluso contraproducentes en el objetivo bus-
cado debido posiblemente a la dosis ensayada, drenaje al-
tamente restringido y manejo implementado (Alconada et
al., 2000a). En general en la regién se recomiendan dosis
muy bajas e insuficientes (Balcaza, 2001b).

En el presente trabajo se tuvo como objetivo estudiar la
evolucion de las sales en un suelo Hapludert tipico, con
cultivo de pimiento (Capsicum annuum L.) protegido con
drenes subsuperficiales de dos diametros, respecto a la
aplicacion de enmienda calcica, estableciendo la factibili-
dad técnica, productiva y econdémica de dichas practicas.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion y caracteristicas productivas

El estudio se realiz6 en un invernaculo (460 m?), de un
establecimiento productivo de la zona horticola del Gran La
Plata, provincia de Buenos Aires. Durante tres ciclos pro-
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ductivos (2009-2011) de un cultivo de pimiento (Capsicum
annuum L.). El manejo implementado fue de tipo tradicio-
nal, conforme recomendaciones frecuentes para la region:
densidad de plantacion 20.000 plantas.ha?, fertirriego con
riego por goteo (20 cm entre goteros) con dos mangueras
de riego por lomo, lamina de riego promedio de 100-200 cc
por dia cada gotero. Fertilizacion por ciclo de cultivo: 360 kg.ha*
de nitrato de calcio, 540 kg.ha de nitrato de potasio y
240 l.ha* de acido fosférico; y abonos organicos en general
cama de pollo, en dosis variables entre 20 a 40 tha?.

Caracterizacion inicial del sitio

Descripcion del suelo dentro del invernadero, segun nor-
mas de reconocimiento de suelos de uso frecuente (Etche-
vehere, 1976). Las propiedades analiticas se analizaron
por procedimientos estandares (Page et al., 1982) y el P
asimilable por el método de Bray Kurtz 1, clasificando el
suelo por Soil Taxonomy (Soil Survey Staff, 2006). La ca-
lidad del agua para riego fue evaluada en su composicion
quimica segun procedimientos estandares (APHA, AWWA,
WPCF, 1989), definido a través de los diagramas de Piper-
Hill y evaluada en su aptitud para riego segun los criterios
de Ayres y Wescott (1987).

Ensayos

Se compararon los siguientes tratamientos: T1 dren co-
rrugado de PVC de 10 cm de diametro, T2 dren corruga-
do de PVC de 15 cm de diametro y T3 enmienda calcica
(yeso), respecto a un testigo (T4).

Tratamientos con drenes

Se instalaron los drenes en una zanja de 0,4 m de an-
cho realizada sobre el techo del horizonte Bt, de 30 m de
longitud y con pendiente del 0,3%. La profundidad a la cual
guedaron instalados los drenes para esta pendiente fue de
0,50 my 0,59 m para un extremo y otro de dichos drenes.
La distancia entre tratamientos (T1y T2) fue de 5 m, debido
a que en trabajos previos se obtuvo que distanciamiento
de 3 m resultaba muy proximo (Alconada et al., 2000a).
Los drenes presentaban orificios de 3-4 mm distribuidos en
forma helicoidal, por lo cual, para evitar su taponamiento se
cubrieron con material filtrante de piedra granitica de 1-2
cm de diametro, en un espesor de 5 cm en todo el perime-
tro. Una vez instalados los drenes, se cubri6 con tierra del
horizonte A, desechando la parte extraida del horizonte Bt.

Tratamiento con yeso

Se aplicé yeso en el ciclo del afio 2009 y se repiti6 en el
afio 2011. Se distribuy6 al voleo, y se incorporé mediante
una rotativa. La dosis aplicada fue de 6,7 t.ha?, y se cal-
cul6 sobre la base de Na*intercambiable para reemplazar
(aproximadamente 3 cmolc.kg?) (Cadahia, 1998).

Luego de instalados los tratamientos, se prepararon los
lomos de plantacion conforme se realiza en los sistemas
productivos de la region para el cultivo de pimiento.
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Disefo experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue un arreglo factorial, comple-
tamente al azar con 6 repeticiones, en donde los factores
fueron dos: afios y tratamientos. Se analizaron los resulta-
dos por ANVA segun diseio el experimental indicado, con
Prueba de F test unilateral (P 0,05y 0,01), comparacion
de tratamientos por test de Duncan, y correlacién de tipo
lineal entre variables quimicas mediante el programa In-
foStat (Infostat, 2004).

Evolucién de las variables edaficas

Se efectud un total de 12 muestreos, en todos los casos
las muestras de suelo fueron tomadas a 0-20 cm y 20-40 cm
de profundidad.

Muestreo inicial previo a los tratamientos

FO (diciembre 2008). Muestreo compuesto en cada uno
de los sectores en los que se instalaron los tratamientos y
el testigo.

Muestreos durante el desarrollo del cultivo

Luego de instalados los tratamientos, se efectuan 4
muestreos: antes de implantacion del cultivo (Al), en es-
tado vegetativo (EV), reproductivo (ER), y al final del ciclo
(FC). Esto se realizé durante los tres ciclos del cultivo es-
tudiado, resultando las siguientes fechas de muestreo: F1
(marzo 2009, EV), F2 (junio 2009, ER), F3 (agosto 2009,
FC), F4 (enero 2010, Al), F5 (marzo 2010, EV), F6 (junio
2010, ER), F7 (agosto 2010, FC), F8 (enero 2011, Al), F9
(marzo 2011, EV), F10 (junio 2011, ER), F11 (agosto 2011,
FC). Las muestras correspondientes al desarrollo del culti-
vo, EV y ER, se tomaron por repeticién (6 submuestras) en
los tratamientos y el testigo. En los muestreos realizados
al inicio (Al) y al final (FC) del ciclo del cultivo se tomé una
muestra compuesta de cada tratamiento y del testigo.

Determinaciones efectuadas

Sobre todas las muestras de suelo extraidas en los tres
ciclos de cultivo (total 480 muestras) se midié pH en pas-
ta y en el extracto a saturacion, la conductividad eléctrica
(CE) y cationes solubles, calculando con estos la relacion
de adsorcion sodio (RAS), seguin procedimientos estanda-
res de evaluacion (Page et al., 1982).

Estudios en el cultivo

Se midio al inicio de cada uno de los ciclos, en etapa vege-
tativa (F1, F5 y F9) las siguientes variables: altura de planta,
calibre del tallo, estimacion del area foliar y nimero de frutos
por planta. Estas fueron evaluadas sobre 6 plantas de cada
repeticion correspondientes a los tratamientos y al testigo. Al
finalizar el periodo productivo (F3, F7 y F11) se midié: peso
fresco de las plantas y rendimiento del cultivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Suelo inicial

El suelo descripto en el sitio de trabajo (dentro del in-
vernaculo) se lo clasific6 como Hapludert tipico. Presenté
un horizonte A de 20 cm de espesor y 30% de arcilla, in-
mediatamente debajo se observé un Bt con alto contenido
de arcillas (47,7%), donde la proporcién de tipo expansiva
resulta suficiente como para generar slickensides. Se mi-
dié en superficie una elevada salinidad, alcalinidad, pH y
P asimilable: pH 8,3, CE 4,5 dS.m*, RAS 20,3, PSI 23,3y
P 131 ppm, que revela un proceso manifiesto de degrada-
cion, coincidente con lo indicado para la regién en estos es-
guemas productivos por el uso excesivo de agroquimicos,
abonos, manejo del suelo y agua de riego (Alconada et al.,
20011; Guiffre et al., 2004). Este suelo dista marcadamente
de la condicion natural descripta por Hurtado et al. (2006)
donde, como se comento, presenta como limitantes un dre-
naje imperfecto y bajo contenido de P, pero sin sales ni
alcali, bajo pH y una elevada fertilidad quimica.

Agua de riego

Se caracterizé como de tipo bicarbonatada sédica (HCO,
7,8 me.I%, Na* 7,3 me.lI"), con bajo contenido de Ca?* (1,1
me.I"Y) y Mg?* (0,7 me.l*), pH 7,7, de relativamente baja sa-
linidad (CE 820 uS.m?) y alta alcalinidad (RAS 7,7). Esto
define un agua de riesgo de ligero a moderado por la CE y
la RAS (Ayers y Wescott, 1987).

Evolucién de la salinidad, conductividad eléctrica
Primer ciclo de cultivo

En la tabla 1 se presentan los valores de conductividad
eléctrica (CE, dS.m) a 0-20 cm y 20-40 cm de profundidad
en los cuatro sitios, en las 12 fechas muestreadas (enero
2009-agosto 2011). En superficie (0-20 cm), en FO (pre-
vio a la instalacién del ensayo) se parte, al igual que lo
indicado precedentemente al caracterizar el tipo de suelo,
de una elevada salinidad (CE) con variaciones importan-
tes segun sector (entre 3,1 a 5,9 dS.m™%, sitio de T4y T2
respectivamente). Los niveles de salinidad y variabilidad
aqui obtenidos fueron del mismo orden que los reportados
en la region en suelos con cultivos protegidos (Alconada y
Huergo, 1998) y pueden explicarse por las relaciones que
resultan entre el tipo de suelo, su manejo, calidad del agua
de riego y aplicaciéon de fertilizantes (Alconada y Zembo,
2000). En todos los casos, la salinidad obtenida supero6 el
nivel éptimo de 2,2 dS.m* para méaximos rendimientos y
calidad del cultivo de pimiento (Nuez et al., 1996). En la
tabla 1 se aprecian las fechas donde se produjeron dife-
rencias significativas, destacandose durante el desarrollo
del cultivo (F1y F2), entre los tratamientos y el testigo (T4).
Asi, en F1 (EV) la salinidad para los T1 y T2 disminuy6
marcadamente respecto del testigo, el cual aumenté signi-
ficativamente (P<0,01) respecto de FO (de 3,1 a 9,8 dS.m
1). En el estado reproductivo (F2), si bien esta diferencia
entre tratamientos y testigo continda siendo significativa,

fue menos acentuada. El tratamiento con yeso (T3) pre-
senté un comportamiento respecto de T4 semejante a los
T1y T2 (drenes).

Sin embargo, se aprecia una diferencia para destacar
en el comportamiento entre fechas del T3 respecto a los
tratamientos con drenes. Durante F1y F2, en T1y T2 dis-
minuye significativamente (P<0,05) la concentracion salina
respecto de FO (Al), mientras que en T3 (yeso) no varid
entre fechas. En el testigo (T4) también se producen dife-
rencias entre fechas, pero aumentando significativamente
(P<0,01) llegando hasta duplicarse respecto a FO. Esto ul-
timo es lo que normalmente se reporta para condiciones
de manejo tradicional en la regién de estudio, donde se
producen picos salinos asociados principalmente a las do-
sis de fertilizacion, al momento fenolégico del cultivo y a la
estacion climética (Alconada et al., 2004a; 2004b). Al final
del primer ciclo estudiado (F3 FC) todos los tratamientos
disminuyeron la salinidad significativamente (P<0,05) res-
pecto del inicio del ensayo (FO) y por el contrario el testigo
(T4) se mantuvo en el mismo orden de valores.

Subsuperficialmente (20-40 cm) (tabla 1), al igual que en
superficie, hubo al inicio (FO) una alta variabilidad entre si-
tios, siendo también la CE mayor en el sitio donde luego se
instalé el T2. En F1 (EV) en todos los sitios, aumento sig-
nificativamente (P<0,05) la CE. Hacia F2 (ER) y F3 (FC) la
salinidad disminuyo significativamente para los tratamien-
tos, y por el contrario el testigo (T4) mantuvo la concentra-
cion salina elevada, diferenciandose asi significativamente
(P<0,05) de los tratamientos.

Segundo ciclo de cultivo

Tal como se observa en la tabla 1, no hubo diferencias
significativas en ninguna situacion ni profundidad. Se apre-
cia una disminucion de la salinidad en todas las fechas res-
pecto al afio anterior (2009) para igual sitio. Asi por ejem-
plo, se destaca que en superficie en F5 (EV) la CE varid
entre 2,4y 3,9dS.m'y en F6 (ER) entre 2,3y 3,3 dS.m™.
Subsuperficialmente la CE para todas las fechas y sitios
fue como maximo de 2,2 dS.m? (tabla 1), no produciéndo-
se en ningun caso los tipicos picos salinos que se mencio-
naron precedentemente como habituales en la region de
estudio (Alconada et al., 2004a, 2004b). Puede indicarse
entonces que la instalacion de los drenes tuvo un efecto en
todo el sitio de estudio provocando un descenso generali-
zado de la salinidad, esto coincide con lo sefialado en otro
estudio con drenes instalados a 3 m entre si (Alconada et
al., 2000a). No obstante, los niveles de salinidad en super-
ficie se mantuvieron superiores a lo indicado como 6ptimo
para el cultivo de pimiento (Nuez et al., 1996).

Tercer ciclo de cultivo

En superficie (tabla 1) se produjo nuevamente una eleva-
cion de la salinidad en F8 (Al), aunque menos acentuada
que en el primer afio de estudio, destacandose que ade-
mas aumentd en el tratamiento con yeso (T3). Hacia F9
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(EV) desaparecen las diferencias significativas y al final del
ciclo (F11) se presentaron nuevamente diferencia entre si-
tios, siendo las concentraciones menores en los tratamien-
tos con drenes (promedios 1,5y 1,4 dS.m?), sibienen T3y
T4 se mantuvo también en valores relativamente bajos de
CE (promedio 2,2 dS.m). A mayor profundidad (20-40 cm)
no hubo diferencias significativas entre sitios en ninguna
de las fechas, manteniéndose en concentraciones bajas no
superiores a 2,6 dS.m, valor que se presenté en el testigo
(tabla 1). Se aprecia nuevamente la tendencia del ciclo an-
terior, donde el efecto de los drenes se manifestd en todo
el sitio de estudio, y en ningun caso se llegan a extremos
salinos como los que fueron descriptos en el 2009 y los
gue se observan en forma habitual en la region de estudio.

Evoluciéon de la Sodicidad (RAS) en suelos

En la tabla 2 se presentan los valores de RAS a 0-20 cm
y 20-40 cm, respectivamente, para todos los sitos y periodo
evaluado (2009-2011). Al igual que la CE, se inici6 el ensayo
con una mayor alcalinidad donde se instalé el T2, asimismo
se presentd una situacion de alta variabilidad (coeficiente de
variabilidad, CV en tabla 2) en todo el sector de estudio que
continué en las fechas siguientes (FO a F3). Se destaca que
los niveles de RAS observados fueron similares a los valo-
res medidos en la region (Alconada y Huergo, 1998).

En F1 (EV) hubo diferencia entre los tratamientos
(P<0,05), siendo menor la RAS en el T1. En la fecha
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siguiente F2 (ER) el T1 continda siendo menor, pero in-
cluyéndose también al otro tratamiento con drenes T2,
ambos se diferencian del testigo (P<0,05), el tratamiento
con yeso no se diferencid de los tratamientos con drenes
ni del testigo. Subsuperficialmente (tabla 2) en ambas fe-
chas, el T2 se diferencio6 significativamente (P<0,05) del
resto de los sitios. En fecha siguiente F3 solo en superfi-
cie se presento diferencia significativa entre los tratamien-
tos con drenes, T1 menor y T2 mayor valor. Durante el
2010 y 2011 para las dos profundidades estudiadas, no
hubo diferencia significativa entre sitios, destacandose
que, si bien disminuy6 respecto al inicio del ensayo en
todos los sitios, se mantuvo en valores elevados proximos
a 19 (tabla 2).

Se aprecia entonces que los drenes no condujeron a
una disminucion significativa de la alcalinidad. Lo obte-
nido puede ser atribuido a la elevada RAS del agua de
riego y a volimenes de agua insuficientes que se aplican
en el riego por goteo como para permitir la liberacion del
Na* del suelo, el cual, ademas, es adicionado permanen-
temente con el riego. El agua de riego con elevado conte-
nido de bicarbonatos y Na* y bajo de Ca?*y Mg* genera
un empobrecimiento paulatino de dichos cationes en el
suelo y un enriquecimiento de Na*, por precipitacion como
carbonato de calcio (CaCO,) y carbonato de magnesio
(MgCO,) edafico, conduciendo a su alcalinizacion (RAS)
(Pla Sentis, 1983).

CE dS.m*
T1 T2 T3 T4 cv T1 T2 T3 T4 cv
Superficial 2009 Subsuperficial
FO 46 a 59a 41a 31la 19b 35ab 2,1lab 18a
F1 2,7 bA 4,0 bAB 4,4 aB 9,8 bC 24 2,6 cCA 4,3 bB 2,5 bA 4,5 bB 40
F2 3,1bA 3,1 bA 3,8aA 7,5 bB 42 1,2aA 1,2cA 1,6 aA 3,1 abB 57
F3 2,2CcA 3,2 bAB 2,1 bA 4,1 aB 35 2,0 bA 2,5dA 1,8 abA 3,5abB 32
cv 31 15 15 30 18 19 33 52
Superficial 2010 Subsuperficial
F4 2,5 2,5 2,5 3,1 1,9 2,1 2,4 3,0
F5 34 aA 2,4 aA 3,6 aA 39aA 63| 1,0aA 1,2aA 1,7 aA 2,1aA 64
F6 2,8aA 2,5aA 2,3aA 33aA 35| 14aA 2,2aA 1,6 aA 1,8aA 49
F7 1,2 1,2 1,6 1,6 0,9 1,0 1,0 1,2
cv 51 36 58 51 36 46 51 72
Superficial 2011 Subsuperficial
F8 2,7 1,7 3,6 3,9 1,7 1,6 2,1 2,6
F9 1,5aA 1,4 aA 15aA 16aA 30| 13aA 1,6 aA 1,3aA 1,4 aA 28
F10 1,2 bAB 2,2 bAB 2,5bB 1,6 aA 24 1,9 bA 1,7 aA 1,9 bA 15aA 23
F11 15a l4a 2,0ab 22b 10c 0.8b 08c 13a
cv 14 14 25 25 17 30 25 20

Tabla 1. Evolucion de la conductividad eléctrica (dS.m™*), a dos profundidades de muestreo: superficial (0-20 cm) y subsuperficial (20-
40 cm), entre enero 2009 y agosto de 2011 para los tratamientos y el testigo.
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RAS
T1 T2 T3 T4 cv T1 T2 T3 T4 cv
Superficial 2009 Subsuperficial
FO 130a 316a 189a 247 a 15,7 a 20,6 a 19,2a 210a
F1 12,8 aA 16,1 bcB 16,4 aB 13,7 bAB 15 12,4 bA 19,0 abB 13,7 bA 13,0 bA 19
F2 12,3 aA 14,3 cA 17,4 aAB 21,4 aB 25 12,0 bA 18,0 abB 14,0 bA 13,7 bA 15
F3 14,1 aA 19,8 bB 16,1 aAB 15,4 bAB 25 12,3 bA 15,5 bA 12,8 bA 15,4 bA 19
cv 19 16 15 18 13 15 14 12
Superficial 2010 Subsuperficial
F4 17,5 12,4 15,6 12,6 14,0 14,6 16,0 15,3
F5 14,0 aA 13,7 aA 15,0 aA 14,0 aA 43 10,7 aA 14,4 aA 13,1 aA 135aA 55
F6 16,3 aA 19,6 aA 18,4 aA 19,4 bA 16 16,0 aA 19,7 aA 15,7 aA 21,0 aA 29
F7 13,0 9,4 13,6 10,8 9,6 9,6 10,3 10,1
cv 34 38 26 17 46 28 52 38
Superficial 2011 Subsuperficial
F8 14,4 15,7 10,7 13,7 12,3 13,6 12,0 12,0
F9 14,2 aA 14,7 aA 14,6 aA 16,2 aA 27 15,0 aA 13,8 aA 12,7 aA 15,6 aA 18
F10 17,1 bA 16,8 abA 18,5 aA 15,7 aA 25 14,9 aA 14,1 aA 16,6 bA 127aA 25
F11 16,3 b 18,7b 19,6 a 17,2 a 11.2b 140a 135a 139a
cv 8 13 35 28 18 15 13 18

Tabla 2. Valores de RAS superficiales (0-20 cm) y subsuperficiales, entre enero 2009 y agosto de 2011 para los tratamientos y el testigo.

Reaccion del suelo, pH

En la tabla 3 se presentan los valores de pH para todos
los sitios y fechas de estudio (enero 2009-agosto 2011),
en las dos profundidades de muestreo (0-20 cm y 20-40 cm).
Se observa un comportamiento similar en todos los ciclos
evaluados. Asi, en ambas profundidades, al inicio de cada
ciclo previo a la implantacion del cultivo (FO, F4, F8 Al), el
pH reveldé una alcalinidad generalizada con extremos de
7,5y 8,6. Durante el desarrollo del cultivo (EV y ER) en los
tres ciclos, el pH disminuy6 significativamente (P<0,05) a
valores proximos a 7, atribuible al consumo de nutrientes
y fertilizacion de caracter acida. Al final de los tres ciclos
(F3, F7 y F11 FC) el pH se eleva a valores proximos al ini-
cio. Cabe destacar, que aunque hubo en algunas fechas
diferencias estadisticas entre sitios, agronémicamente
no tendrian un efecto diferencial en el cultivo. Por con-
siguiente, si bien la aplicacién de los fertilizantes incide
en el descenso del pH, no se alcanzan valores conside-
rados optimos (pH 5,5 a 6,5) para el crecimiento del cul-
tivo (Nuez et al., 1996), por lo cual puede indicarse que
el agregado de acido fosforico, tal como se recomienda
en la regién con la finalidad de disminuir el pH (Balcaza,
2001a), no provoca un efecto mejorador del pH que se
mantenga en el tiempo y por el contrario, genera un efecto
negativo por la acumulacion excesiva de P (>150 ppm,
con extremos de hasta 300 ppm) conducente a desequili-
brios nutricionales y contaminacion (Cadahia, 1998). Esto
se corresponde con lo reportado en otros sitios del mundo

(INPOFQOS, 2004) y especificamente en la region de estu-
dio (Alconada et al., 1999; 2004a; 2004b).

Evaluacion fenolégica y rendimiento
Evaluacion fenolégica

En la tabla 4 se presentan los valores correspondientes
a la fenologia (altura de planta, calibre del tallo y estima-
cion del area foliar), peso fresco y rendimiento del cultivo,
en los tres ciclos evaluados (2009-2011). Las diferencias
entre tratamientos y el testigo (T4) se registraron desde
el primer afio en que se inici6 el ensayo. Asi en el 2009,
se observaron diferencias significativas (P<0,05) con un
mejor desarrollo fenoldgico de los tratamientos respecto
al testigo en todas las variables analizadas. Dentro de los
tratamientos, se destaca el T1 que se diferencio significa-
tivamente (P<0,05) del T2 y T3. El peor estado fenoldgico
del testigo (T4) se correlaciond con la salinidad del sue-
lo (r>0,75 P<0,05), la cual como se indicé presento6 picos
salinos de hasta 9,8 dS.m™ (tabla 1). Estos resultados se
corresponden con los de Goykovic Cortés y Saavedra del
Real (2007) para el cultivo de tomate, donde la salinidad
afecté el numero de hojas, el area foliar y la altura de la
planta. Marschner (1995) atribuye este tipo de efectos so-
bre la vegetacion a la presencia elevada de Na* en el suelo
por inducir a deficiencias de otros cationes como del K* y
asociado a esto, a alteraciones en el funcionamiento de las
células estomatica, con disminucion de la fijacion neta de
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pH
T1 T2 T3 T4 cv T1 T2 T3 T4 cv
Superficial 2009 Subsuperficial
FO 7,50 a 7,90 a 8,10 a 8,06 a 8,20 a 8,60 a 8,60 a 8,80 a
F1 7,02 bA 7,10 bA 7,17 bA 749bB 2,04 7,04 bA 7,26 bAB 7,27 bAB 7,34 bB 3,0
F2 7,14 bA 7,32 cA 7,34bcA  7,30bA 2,75 7,28 cA 7,26 bA 7,42 bA 7,24 bA 3,5
F3 7,04bA 7,36 cAB 7,43 cB 741bB 3,72 | 7,21 bcAB 7,47 cB 7,06 bA 7,41 bAB 3,0
cv 3,2 2,0 2,2 2,5 19 1,65 3,3 2,6
Superficial 2010 Subsuperficial
F4 7,75 8,19 8,17 7,83 7,68 8,08 8,00 7,79
F5 7,36 aA 7,33 aA 7,35 aA 742aA 2,03 7,37 aA 7,37 aA 7,29 aA 7,39 aA 2,5
F6 7,46 aA 7,48 aA 7,63 bA 7,61aA 1,32 7,03 aA 7,40 aA 7,10 aA 7,14 aA 4,0
F7 8,37 8,53 8,54 8,54 8,16 8,16 8,09 8,41
cv 15 1,7 14 2,6 3,6 2,8 3,6 3,5
Superficial 2011 Subsuperficial
F8 8,47 8,77 8,41 8,56 8,50 8,58 8,42 8,57
F9 7,51 aA 7,59 aA 7,61 aA 7,62aA 2,30 7,30 aA 7,59 aBC 7,42 aAB 7,69 aC 19
F10 7,55 aA 7,66 aA 7,54 aA 7,70 aA 2,40 7,68 bA 7,64 aA 7,70 bA 7,66 aA 2,3
F11 8,17 b 8,80 b 8,50 b 8,57 b 8,05 b 8,63 b 8,50 ¢ 8,78 b
cv 2,1 2,2 2,2 2,3 1,6 15 2,0 2,0

Tabla 3. Valores de pH superficiales (0-20 cm) y subsuperficiales (20-40 cm), entre enero 2009 y agosto de 2011 para los tratamientos

y el testigo.

HP(cm) CT (cm) AF (cm?) PF (9) Rend. (t.ha?)

2009
T1 122,5 A 0,6 A 135,6 A 654,4 A 103 A
T2 114,8 B 0,5 B 118,0 B 609,0 A 104 A
T3 113,1 B 0,5 B 113,1 B 455,3 B 76 B
T4 99,5 C 0,5 C 97,7 C 409,0 B 62 C

2010
T1 1451 C 0,5 B 79,3 B 540,0 B 108 A
T2 134,6 BC 0,4 B 72,5 AB 736,0 A 106 A
T3 128,2 AB 0,4 A 71,5 AB 466,0 B 105 A
T4 116,1 A 0,3 A 61,0 A 418,0 B 97 B

2011
T1 100,8 BC 0,5 A 137,3 C 545,0 B 125 A
T2 110,5 C 0,5 A 126,5 BC 506,7 B 117 A
T3 90,0 A 0,5 B 113,6 AB 302,5 A 122 A
T4 97,6 AB 0,4 B 100,8 A 227,5 A 102 B

Tabla 4. Valores de fenologia (altura de planta, calibre de tallo y estimacién del area foliar), peso fresco y rendimiento del cultivo, en los
tres ciclos evaluados (2009-2011) para los tratamientos y el testigo.

CO, por unidad de area, menor fotosintesis y crecimiento  nor absorcion de agua debida a la salinidad, con menor
de la planta. Nuez et al. (1996) también mencionan alte-  produccion de biomasa fresca. En el presente estudio se
raciones en las funciones metabdlicas del cultivo por me-  registré6 un menor peso fresco de las plantas en el testigo
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(T4) y el tratamiento con yeso (T3), que se diferencian sig-
nificativamente (P<0,05) de los dos tratamientos con dre-
nes (tabla 4).

En el ciclo siguiente (2010) las diferencias a favor de los
drenes respecto al testigo (P<0,05) se mantuvieron, des-
tacandose la mayor altura de planta, el calibre de tallo. El
tratamiento (T3) con yeso no se diferencié del testigo y solo
en calibre de tallo se diferencio de los drenes. Respecto
al PF (peso fresco) el T2 resultd significativamente mayor
(P<0,05) que el resto de los tratamientos y el testigo (ta-
bla 4). Igualmente, en el tercer afio de estudio (2011), los
drenes continuaron presentando un mejor desarrollo feno-
I6gico y un mayor peso fresco (PF). Se destaca que el T3
(yeso) en ningun caso se diferencié del testigo.

Rendimiento

En el primer afio (2009) de instalado el ensayo, los ren-
dimientos del cultivo fueron mayores en los tratamientos
con drenes, diferenciandose significativamente (P<0,05)
del tratamiento con yeso (T3) y del testigo (T4) (tabla 4).
En los tratamientos con drenes los rendimientos fueron su-
periores a 100 t.hal mientras que en el T3 y el T4 fueron
relativamente bajos para estos suelos y sistema productivo
(T3, 76 t.ha'y T4, 62 t.ha'). En los dos ciclos siguientes,
los tratamientos no difieren entre si en sus rendimientos, y
si bien se diferencian del testigo (P<0,05), en este ultimo
aumenta dicho rendimiento respecto al inicio del estudio.

Se aprecia entonces que la mejora en la salinidad co-
mentada, atribuible a la instalacion de los drenes en un
distanciamiento proximo como para afectar mas alla del
sector tratado, se produjo en todo el sitio y condujo a un
aumento general del rendimiento incluso del testigo (62
a 102 t.ha?) (tabla 4). Consecuentemente, el aumento de
produccién obtenido ya en el primer afo resulté suficiente
como para cubrir los costos de instalacion de drenes.

CONCLUSIONES

El uso de drenes en el techo del horizonte Bt condujo a
una disminucion de la salinidad, aumento del rendimiento
del cultivo de pimiento protegido, con independencia del
diametro del dren utilizado.

El tratamiento con yeso presentd un comportamiento
variable que en ocasiones se asemejo a lo observado en
drenes y en otras, al testigo.

El efecto de drenes se manifesté incluso en el testigo,
hacia el final del ensayo se produjo una mejora general de
la salinidad.

En otras variables, pH, RAS, no hubo mejoras en ningun
caso, se mantuvo en un mismo orden de valores asociado
a la calidad del agua de riego.
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Diagnéstico bacteriolégico de
tuberculosis bovina en bovinos reactores
positivos a la prueba tuberculinica

GARBACCIO, S.G*; DELGADO, F.0% ZUMARRAGA, M.J?; RODRIGUEZ, L.R%; HUERTAS, P.S*; GARRO, C.J.*

RESUMEN

Mycobacterium bovis es el agente causal de la tuberculosis bovina (TBB), enfermedad zoonética que afecta
la produccion lactea y carnica. En nuestro pais, el diagnéstico se realiza a través de la prueba tuberculinica
o intradermorreaccion aplicandose en el pliegue anocaudal (PAC). Como complemento a la PAC se pueden
llevar adelante estudios bacteriolégicos a partir de diversas muestras biolégicas como secrecion nasal, leche
y tejidos. A su vez, se puede observar el desarrollo de lesiones y su ubicaciéon anatémica, ademas de colectar
muestras para ser analizadas a través de bacteriologia e histopatologia. El objetivo de este estudio fue eva-
luar la presencia de M. bovis en muestras de secreciones nasales, leche y tejidos pertenecientes a bovinos
PAC-positivos y caracterizar lesiones macro y microscépicas compatibles con la TBB. Fueron procesadas 744
muestras pertenecientes a 572 bovinos, provenientes de 24 rodeos lecheros de las provincias de Cérdoba,
Santa Fe y Buenos Aires. Todos ellos se encontraban, durante este estudio, en etapa de saneamiento presen-
tando una baja prevalencia (entre 0,5 y 4%). Se aisl6 M. bovis en 12,4% (71/572) de los bovinos examinados.
Dicho agente provino de muestras de tejidos 36,5% (38/104), seguido de leche 10,7% (23/214) y, por Ultimo,
desecreciones nasales 3,9% (10/254). Por un lado, el estudio bacteriolégico a partir de las muestras de leche
y secreciones nasales presenté una limitada efectividad. Por otro lado, el analisis de tejidos resulté de mayor
utilidad como diagnéstico complementario, permitiendo confirmar los casos sospechados de TBB.

Palabras clave: Mycobacterium bovis, bacteriologia, tejidos, bovinos.

ABSTRACT

Mycobacterium bovis is the causative agent of bovine tuberculosis (BTB), considered a zoonotic disease. In our country,
the diagnosis is based on the application of the tuberculin skin test (TST). Conventional culture, from various biological
samples, can complement the TST test results. Regarding this, it is possible to perform sampling and subsequent analysis
of nasal discharge, milk and tissues. The latter allows the observation of macroscopic lesions, the anatomical location
in addition to collect biological samples to be analyzed by bacteriology and histopathology. The aim of this study was to
evaluate the presence of M. bovis in samples of nasal secretions, milk and tissues in cattle PAC-positive and characterize
gross and microscopic lesions compatible with BTB. A total of 744 samples belonging to 572 cattle from dairy herds in the
provinces of Cérdoba, Santa Fe and Buenos Aires, were processed. All of them were, during this study, in stage of control
of BTB showing a low prevalence (between 0.5 to 4%). About 12.4% (71/572) M. bovis isolations from cattle examined
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was obtained. These isolations were from tissue samples 36.5% (38/104), followed by milk 10.7% (23/214) and nasal
secretions 3.9% (10/254). Bacteriology from milk samples and nasal secretions were of limited effectiveness. On the other
hand, tissue analysis was more useful as complementary diagnostic, allowing confirmation of suspected cases of BTB.

Keywords: Mycobacterium bovis, bacteriology, tissues, cattle.

INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TBB), cuyo agente etioldgico es
Mycobacterium bovis, es una enfermedad infecciosa de ca-
racter zoondtico que ocasiona serios problemas productivos,
econdémicos y en la salud publica (Grange et al., 2001). Se
considera que 500 millones de bovinos estarian infectados
con Mycobacterium bovis en el mundo, ocasionando una
pérdida econémica estimada en USD 3 billones (Hewinson
et al., 2001). En este sentido, un estudio realizado en Irlanda
(Boland et al., 2010) adjudica un 10% de disminucion en la
produccion anual de leche en bovinos positivos a la intrader-
morreaccion a diferencia de aquellos no infectados.

El programa de control y erradicacion de TBB en Argen-
tina se basa en la identificacion y eliminacién de animales
infectados mediante la aplicacién intradérmica de la prue-
ba anocaudal (PAC) (Secretaria de Agricultura, 2012). Ade-
mas, se establece el monitoreo y la vigilancia epidemiol6-
gica en frigorificos donde los animales son inspeccionados
con el fin de hallar lesiones compatibles con TBB (LCT).

La PAC ocupa un lugar protagonico en el diagnoéstico, es
la prueba de referencia a nivel mundial, utilizada amplia-
mente como prueba tamiz para el diagnéstico in vivo de la
enfermedad. De acuerdo a la normativa vigente (Secretaria
de Agricultura, 2012), un establecimiento ganadero lechero
debe demostrar la ausencia de reactores en todos los bo-
vinos mayores de 3 meses, durante dos PAC consecutivas
para ser certificado como “Establecimiento Libre de TBB”.

Diversos estudios otorgan a la PAC distintos valores de
efectividad, oscilando en un rango del 70% al 90% y del 75%
al 99,8% para sensibilidad y especificidad respectivamente
(Costello et al., 1997; De Kantor et al., 1984; Francis, 1978).

Estos valores se encuentran relacionados con la preva-
lencia de cada predio ya puede influir directamente en el
valor predictivo del ensayo diagndstico.

La posibilidad de un resultado falso positivo en un animal
infectado puede deberse principalmente a reacciones ines-
pecificas ocasionadas por otras micobacterias patéogenas
(M. avium, M. avium subsp. paratuberculosis) y ambienta-
les (De la Rua-Domenech et al., 2002).

La observacion de LCT puede resultar un buen comple-
mento diagnostico, mientras que la utilizacion de métodos
diagnosticos tales como bacteriologia e histopatologia per-
mite generar informacion adicional a la PAC con el fin de
comprender de manera detallada la situacion sanitaria de
animales sospechados de TBB. En este sentido diversos
estudios demostraron el uso diagnostico de la bacteriologia
a partir de secreciones nasales (De Souza Figueiredo et al.,

2010; Neill et al., 1998), de leche (Pérez et al.; 2002; Zar-
den et al., 2013) y de tejidos (Liébana et al., 1995; Whipple
et al., 1996), por lo que se la consider6 como técnica de
referencia en el diagndstico confirmatorio de TBB.

El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar M. bovis
a partir de secrecion nasal, de leche y de tejidos provenien-
tes de bovinos positivos a la PAC, describiendo ademas la
presentacion de lesiones compatibles con TBB.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional transversal entre enero
de 2005 y enero de 2012. Se seleccionaron 572 bovinos de
raza Holando-Argentino provenientes de 24 rodeos lecheros
de las provincias de Cérdoba, Santa Fe y Buenos Aires. Di-
chos rodeos, presentaron una prevalencia aparente que os-
cilo entre 0,5 y 4%; encontrandose en etapa de saneamiento
durante este trabajo. Todos los bovinos incorporados a este
estudio resultaron positivos a la PAC, llevada a cabo segun
la normativa vigente (Secretaria de Agricultura 1999 y 2012).
Las muestras bioldgicas recolectadas fueron las siguientes:

Ante mortem
Secrecion nasal

Se recolectaron muestras de secrecion nasal utilizando
hisopos estériles, previa sujecién del animal en cepo. Se
obtuvieron dos muestras por animal introduciendo el hiso-
po en cada ollar al menos 3 veces con movimientos ascen-
dentes y descendentes. Las muestras fueron conservadas
a 4 °C y luego decontaminadas utilizando el método de
Petroff (Jorge et al., 2005). Posteriormente fueron sembra-
das por duplicado en los medios Stonebrink y Lowenstein
Jensen e incubadas a 37 °C durante dos meses. Los de-
sarrollos micobacterianos obtenidos fueron observados en
microscopio (baciloscopia), previa tincion de Ziehl Neelsen
(ZN) a fin de evidenciar la presencia de bacilos acido alco-
hol resistentes (BAAR).

Leche

Se higienizd y desinfect6 la glandula mamaria segun los
procedimientos previstos en la rutina de ordefie descripto
en la “Guia de Buenas Practicas en explotaciones lecheras”
(FAO, 2012). Tras la eliminacion de las primeras secrecio-
nes de cada cuarto mamario, se recolectaron por duplicado
muestras conformadas por los cuatro cuartos mamarios de
cada animal (50 ml cada uno). Las muestras fueron refrige-
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radas a 4 °C y luego procesadas con la misma metodologia
descripta para la muestra de secrecion nasal.

Post mortem
Tejidos

Los bovinos positivos a la PAC fueron sometidos a ne-
cropsia o inspeccion detallada en frigorifico, observando y
describiendo presencia de lesiones compatibles con TBB.
Posteriormente se recolectaron muestras por duplicado, tu-
vieran o no LCT. Una de ellas fue conservada a 4 °C y la otra
fijada en solucion tamponada de formaldehido al 10% para
la realizacion de estudios bacterioldgico e histopatol6gico
respectivamente.

Bacteriologia

Las muestras recolectadas fueron agrupadas en tres
conjuntos denominandolas de la siguiente manera: cabe-
za (CAB), conformado por ganglios linfaticos (GI) retrofa-
ringeos y submandibulares; respiratorio (RES): ganglios
traqueobronquiales, mediastinicos y pulmén; y finalmente
digestivo (DIG): Gl mesentéricos, hepaticos e higado. Los
tejidos fueron refrigerados y luego homogeneizados meca-
nicamente durante 3 min. (Masticator Basic IUL Instruments
modelo N.° 470) para luego continuar con la decontamina-
cién (método de Petroff) y siembra de igual manera a lo
descripto para las muestras anteriores. Aquellos bovinos
gue presentaron mas de un aislamiento de BAAR en dife-
rentes 6rganos fueron considerados como Unico resultado.

Caracterizacioén patoldgica

Se revisaron los 6rganos previamente descriptos consi-
deradndose LCT a toda area de necrosis de color blanco-
amarillento (focal o multifocal), con o sin mineralizacion,
encapsulada o no por tejido conectivo (Neill et al., 1988).
Las muestras fijadas en solucion de formaldehido al 10%
fueron procesadas para estudio microscopico siguiendo
procedimientos de rutina, hasta obtener secciones de 3 pm
de espesor, las cuales se colorearon con hematoxilina y
eosina. Se consider6 compatible con la infeccién por M.
bovis a todo aquel acimulo de macréfagos epitelioides
acompafado de linfocitos pudiendo o no presentar un cen-
tro de necrosis y mineralizacion, células gigantes de tipo
Langhans, y tejido conectivo limitando la lesion. En aque-
llos érganos con LCT se realiz6 la coloracion de ZN sobre
cortes de tejido a fin de identificar BAAR.

Identificacion de micobacterias

Los crecimientos obtenidos en los medios de cultivos en
los cuales se detectaron BAAR fueron identificados a través
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizan-
do como blanco la secuencia de insercion (IS) 6110 (propia
del complejo Mycobacterium tuberculosis) (Hermans et al.,
1990). Los aislamientos positivos fueron genotipificados

por Spoligotyping, segin lo descripto por Kamerbeek et
al. (1997). Fueron considerados aislamientos positivos al
Complejo Mycobacterium tuberculosis aquellos PCR (IS)
6110 positivos, mientras que fueron considerados M. bovis,
los positivos a PCR (IS) 6110 seguidos de Spoligotyping.
Los aislamientos negativos a PCR fueron analizados por
PCR-hsp65 con el objetivo de identificar especies com-
prendidas dentro del género Mycobacterium, de acuerdo a
lo descripto por Telenti et al. (1993).

La extraccion de ADN a partir de colonias desarrolladas
en los medios de cultivo se realizé por lisis térmica colocan-
do estas en 250 L de agua bidestilada estéril e incubando-
las a 95 °C durante 45 min.

Las condiciones de amplificaciéon para ambos casos se
realizaron de acuerdo a lo descripto por Zumarraga et al.
(2005).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 1. A
continuacion se describen los hallazgos obtenidos a partir
de cada muestra biolégica analizada.

Aislamientos en secrecion nasal

Se analizaron 254 muestras correspondientes a bovinos
seleccionados, desarrollando BAAR en el 11,4% (29/254)
de estos. De estos aislamientos 3,9% (10/29) fueron iden-
tificados como M. bovis mediante Spoligotyping. Los 19
aislamientos restantes fueron positivos a PCR-hsp65, con-
siderandolos por tanto como Mycobacterium spp.

Aislamiento en leche

Se analizaron 214 muestras correspondientes a bovinos
seleccionados, obteniéndose aislamiento en 17% (37/214)
de las muestras. De ellos, el 62% (23/37) fueron identifica-
dos como M. bovis. El 38% (14/37) restante correspondie-
ron a especies del género Mycobacterium spp. tras haber
resultado positivo a PCR-hsp65.

: N.° de ; ;
Tipo de . Aislamientos
Muestreo animales g
muestra analizados M. bovis (%)
Secrecion
Ante asal 254 10 (3,9)
mortem
Leche 214 23(10,7)
Post ..
mortem Tejidos 104 38 (36,5)
Total 572 71

Tabla 1. Resumen de los aislamientos obtenidos a partir de las
distintas muestras analizadas.
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Figura 1. Nimeros de aislamientos de M. bovis obtenidos segin
el tipo de muestra analizada.

Aislamientos en tejidos
Bacteriologia

Fueron analizadas 276 muestras provenientes de ne-
cropsias o frigorificos, de 104 bovinos PAC positivos. Se
obtuvo un 36,5% (38/104) de aislamientos pertenecien-
tes al complejo Mycobacterium tuberculosis, tal como se
muestra en la figura 1. En el 76% (29/38) de estos fue con-
firmado la presencia de M. bovis, no pudiéndose realizar
en el 24% (9/38) restantes. El 42% (16/38) de estos aisla-
mientos fueron obtenidos a partir de muestras de RES el
21% (8/38) en muestras de CAB y el 18,5% (7/38) de DIG
respectivamente. Se obtuvieron 18,5% (7/38) aislamientos
en dos tejidos diferentes pertenecientes al mismo animal: 4
de ellos fueron en CABy RES; 2 en CAB y DIG y el restan-
te en RES y DIG. En ningun bovino se logré obtener aisla-
miento a partir de los tres grupos de tejidos muestreados.

De los aislamientos pertenecientes al complejo Myco-
bacterium tuberculosis, el 79% (30/38) provino de bovinos
con LCT mientras que un 8% (3/38) correspondieron a ais-
lamientos obtenidos de bovinos que no presentaron LCT.
El 13% (5/38) restante no fue inspeccionado post mortem.

Descripcion de los hallazgos patoldgicos

Fueron inspeccionados el 84% (87/104) de los bovinos
en estudio, encontrandose en el 56% (49/87) LCT. En el
61% (30/49) se aisld M. bovis.

De aquellos animales con LCT se observé en el 78%
(38/49) la presencia de una sola lesion, mientras que el
16% (8/49) presentd 2 lesiones y en el 6% (3/49) de los
casos hubo 3 o mas lesiones.

La histopatologia se realiz6 sobre 43 bovinos seleccio-
nados, de los cuales el 56% (24/43) presento LCT. Por una
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parte, en 9% (4/43) de ellos no se habian encontrado lesio-
nes macroscoépicas durante la inspeccion. Por otra parte,
en el 87,5% (21/24) de los animales con lesiones micros-
coOpicas se aislo M. bovis.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de secrecion nasal su-
gieren que el aislamiento del agente en dicha muestra es de
baja sensibilidad para detectar M. bovis en bovinos positivos
a la PAC. En este trabajo se obtuvieron valores inferiores a
los hallados en otros estudios, en los cuales las proporcio-
nes de aislamientos de M. bovis en bovinos naturalmente
infectados fueron superiores a la aqui descripta (3,9%), va-
riando entre 6,7% y 20% de los bovinos estudiados respec-
tivamente (Neil et al., 1988; Rempt, 1954). Estas diferencias
podrian adjudicarse a factores tales como la eliminacion in-
termitente de micobacterias (De Souza Fregueiredo et al.,
2010), la presencia de micobacterias no viables en el ma-
terial colectado, o que la metodologia de decontaminacion
utilizada afecte la sobrevida de las micobacterias (Cousins
et al., 1992; Stewart et al., 2013). Otro factor para consi-
derar es la posible presencia de bovinos falso positivos a
la PAC dentro del grupo en estudio, sumado a que no to-
dos pudieron ser inspeccionados post mortem. Debe con-
siderarse ademas el limite de deteccion propio del ensayo
bacteriolégico para el cual se requieren valores superiores a
10 o 100 microorganismos viables para lograr un resultado
positivo. Esta cantidad de microorganismos se asocia gene-
ralmente a una etapa avanzada de la enfermedad por lo que
en ciertos estadios de esta no serian detectables (Barry et
al., 1993; Bates et al., 1986). En este sentido, fue descripto
a partir de infecciones experimentales un incremento en los
niveles de eliminaciéon por esta via durante las primeras 4
semanas posinfeccion, decreciendo posteriormente (Kao et
al., 2007). Asi mismo fue descripto que durante la infeccion
pueden sucederse periodos prolongados en los cuales no
se logra aislar el microorganismo a partir de secrecion nasal
(Kao et al., 2007; McCorry et al., 2005; Neill et al., 1998).

En el caso de las muestras de leche, los aislamientos
obtenidos en este trabajo (10,7%) han sido superiores a
resultados previamente descriptos por Pérez et al. (2002);
quienes detectaron M. bovis en el 0,7% de las muestras de
bovinos PAC positivos, utilizando metodologia similar. Por
su parte, Romero et al. (1999) no obtuvieron aislamientos
tras analizar 200 muestras de leche provenientes de bovi-
nos PAC positivos. Estas diferencias podrian relacionarse
con aspectos similares a aquellos anteriormente mencio-
nados para secrecion nasal.

Desde el punto de vista de la salud publica estos
hallazgos refuerzan la necesidad de asegurar el trata-
miento térmico de la leche destinada a consumo (pasteu-
rizacién). Asimismo, desde el aspecto sanitario-productivo,
debe considerarse que aquellos bovinos eliminadores por
esta via pueden facilitar la transmisién de la enfermedad a
sus crias o0 a un grupo de terneros que bajo sistemas de
crianza artificial son alimentados con leche cruda (Evan-
gelista et al., 1996; Garro et al., 2011; Garro et al., 2011).
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La proporcion de aislamientos obtenida en tejidos
(36,5%) fue inferior a aquella descripta en Brasil (51,5%)
(Cardoso et al., 2009) y en Gran Bretafia (50%) (Liébana
et al., 1995), pero mayor a lo reportado en Etiopia (11%)
(Berg et al., 2009). Esta diferencia podria relacionarse con
algunas de las variables previamente mencionadas, tales
como el tipo y cantidad de muestras recolectadas por ani-
mal en estudio, la metodologia de decontaminacion aplica-
da en cada caso, como asi también el bajo niumero de mi-
cobacterias viables que puede presentarse en un tejido con
LCT (Araujo et al., 2005; Miller et al., 2002). Cabe remarcar
ademas que los bovinos analizados provinieron de estable-
cimientos en saneamiento y con baja prevalencia. Si bien
la PAC es considerada una técnica especifica, su valor
predictivo positivo disminuiria, incrementando por ende la
probabilidad de que algunos de los animales incluidos en
este estudio hayan sido falsos positivos. Este aspecto pudo
afectar directamente la eficiencia en el aislamiento de M.
bovis a partir de las distintas muestras analizadas (secre-
cién nasal, leche y tejidos).

La observacion de presencia o ausencia de lesiones ma-
croscopicas es Util para el diagnodstico en frigorificos o durante
la necropsia. De acuerdo a los resultados obtenidos, resulta
mayor la probabilidad de hallar LCT al realizar una meticulo-
sa revision post mortem. En frigorificos comerciales el tiempo
destinado para la inspeccién y toma de muestras es limitado y
tal vez la presencia de una sola lesion no llegue a evidenciar-
se. La proporcion de aislamiento de M. bovis a partir de LCT
fue del 61%. En este sentido, en un ensayo realizado entre
4 laboratorios de Argentina para establecer el porcentaje de
recuperacion por cultivo de M. bovis a partir de muestras de
tejidos con LCT se obtuvieron valores similares a los presen-
tados en este trabajo (Garbaccio et al., 2016).

Los aislamientos obtenidos a partir de muestras de te-
jidos (36,5%) fueron superiores a aquellos logrados en
muestras de secrecion nasal (3,9%) y de leche (10,7%).
Dicha diferencia puede atribuirse a que el microorganis-
mo en el hospedador establece una forma de vida intra-
celular, siendo esta la forma en la que se encuentran en
los tejidos blancos. Por ello, este tipo de muestra cobra
mayor relevancia al momento de pretender un aislamiento
de M bovis.

En concordancia con lo descripto por Whipple et al.
(1996), la mayoria de los aislamientos fueron obtenidos
de 6rganos respiratorios (42%), seguidos por las muestras
pertenecientes a CAB (21%), resultando los aislamientos
de DIG los menos frecuentes (18,5%). Estos resultados
indican que al igual que lo descripto en otros trabajos, la
via de transmisiébn mas importante en bovinos adultos es
la respiratoria (Goodchild et al., 2001; Morris et al., 1994;
O’Reilly et al., 1995; Pritchard, 1988).

A diferencia de lo ocurrido con las muestras de secrecion
nasal y de leche, no se obtuvieron aislamientos de Myco-
bacterium spp. en muestras de tejidos. Estos hallazgos se
podrian relacionar con que micobacterias consideradas
atipicas pueden encontrarse normalmente en el medioam-
biente (Oriani et al., 2002), posibilitando su presencia en

vias aéreas y glandula mamaria, y por ende en la muestra
de secreciones nasales y de leche respectivamente.

Por una parte, con respecto a los hallazgos de LCT, la
mayoria de los bovinos (78%) presentaron una sola lesién;
valor superior al 66% descripto por Corner (1994) y Corner
et al. (2012). Esta informacion indicaria la necesidad de
realizar una inspeccién minuciosa de los tejidos durante la
faena o la necropsia para evitar la posible liberacién a con-
sumo de material contaminado.

Por otra parte, el 8% de los aislamientos obtenidos de
tejidos provino de bovinos que no presentaron LCT durante
la inspeccion post mortem. En este sentido, Whipple et al.
(1996) describieron una proporciéon ain mayor (10%) de
aislamientos logrados a partir de tejidos que no presenta-
ron LCT. Resultados similares se obtuvieron tras el estudio
histopatoldgico ya que 9,3% de los casos considerados
positivos a este ensayo, no habian presentado lesiones vi-
sibles macroscépicamente.

De acuerdo a lo descripto en distintos trabajos (Garbac-
cio etal., 2010; Parra et al., 2008), la incorporacion de PCR
directa de tejido resultaria complementaria a la metodolo-
gia aqui realizada (inspeccion de lesiones, bacteriologia e
histopatologia); mejorando la sensibilidad como asi tam-
bién disminuyendo el tiempo de laboreo requerido para la
bacteriologia (2 dias versus 60 dias).

Los resultados presentados en este trabajo indican la
importancia del diagnéstico bacterioldgico a partir de las
distintas muestras analizadas. El aislamiento de M. bovis
a partir de leche y secrecién nasal tendrian limitada utili-
dad diagnostica, aunque son muestras de facil obtencion, a
partir del animal en pie. Por el contrario, el andlisis bacterio-
I6gico de tejidos seria de mayor relevancia diagnoéstica tal
como fue descripto por Mantilla et al. (2009). Su utilizacién
permitiria comprender eventos sanitarios que requieran de
un andlisis detallado, como seria el caso de un predio libre
de TBB donde se presentan nuevos reactores a la PAC o
aquellos con un bajo nimero de reactores, sospechados
de posibles resultados falsos positivos a la PAC. De esta
manera, el cultivo seguido de la tipificacion molecular per-
mite avanzar en la resolucion de situaciones especificas,
brindando ademas informacion complementaria acerca de
las cepas circulantes en un predio o regién y su potencial
uso desde el punto de vista epidemioldgico.

La implementacion efectiva de las distintas técnicas diag-
nésticas disponibles deberia ser tenida en cuenta para su uso
estratégico en funcion de los programas provinciales o nacio-
nales de control y erradicacion de la tuberculosis bovina.
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Essential oils from Argentinean native
species reduce in vitro methane production
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de aceites esenciales (AE) de plantas nativas de Argentina
en la produccién de metano durante la fermentacion in vitro, en comparacién con AE con efectos compro-
bados como modificadores de la fermentacion ruminal. Se realizé un disefio en bloque completos al azar y
los AE y dosis evaluados fueron: Aloysia gratissima (0,5, 5, 50 y 250 mg/L) , Eucalyptus globulus (5, 50, 150
y 300 mg/L), Lippia turbinata (30, 60, 120 y 240 mg/L), Mentha x piperita var. vulgaris (50, 100, 200 y 400
mg/L), Origanum vulgare ssp. hirtum cv. Compacto (0,5, 5, 50 y 250 mg/L) y cv. Mendocino (50, 150, 250 y
350 mg/L), Rosmarinus officinalis (100, 300, 500 y 700 mg/L), Schinus molle (75, 150, 300 y 600 mg/L), Tage-
tes minuta (5, 50, 125 y 250 mg/L), y Thymus vulgaris (5, 50, 150 y 300 mg/L). Se incluyeron dos controles:
control (sin AE) y monensina (1,87 mg/L). Las variables evaluadas fueron: digestibilidad in vitro de la fibra en
detergente neutro, produccion de gas y metano. En comparacién al control, la monensina redujo la produc-
cion de metano en un 44%, pero con una reduccion de un 15% en la digestibilidad de la fibra. Con excepcién
a E. globulus y L. turbinata, todas las variables fueron reducidas significativamente con el mayor nivel de in-
clusién comparado con el control, lo cual representa que la actividad microbiana se vio afectada. L. turbinata
(60,8% limoneno) redujo la produccion de metano a la mitad comparado al control, y entre un 35y 85% en
comparacion a la monensina, sin que la digestibilidad de la fibra se vea afectada. Algunos aceites esenciales
de plantas nativas de Argentina demostraron gran potencial para reducir la produccién de metano entérico sin
afectar la digestibilidad, de los cuales L. turbinata fue la alternativa mas promisoria.

Palabras clave: metano, aditivos naturales, compuestos secundarios de plantas, fermentacién ruminal.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of Argentinean essential oils (EO) on methane production
during in vitro fermentation compared to EO with proven effects as rumen fermentation modifiers. A complete
randomized block design was used and the treatments included EO from Aloysia gratissima (50, 100, 150
and 300 mg/L), Eucalyptus globulus (5, 50, 150 and 300 mg/L), Lippia turbinata (30, 60, 120 and 240 mg/L),
Mentha x piperita var. vulgaris (50, 100, 200 and 400 mg/L), Origanum vulgare ssp. hirtum cv. Compacto
(0.5, 5, 50 and 250 mg/L) and cv. Mendocino (50, 150, 250 and 350 mg/L), Rosmarinus officinalis (100, 300,
500 and 700 mg/L), Schinus molle (75, 150, 300 and 600 mg/L), Tagetes minuta (5, 50, 125 and 250 mg/L),
and Thymus vulgaris (5, 50, 150 and 300 mg/L). Two controls were included: control (nhot containing EO) and
monensin (1.87 mg/L). Variables measured were: digestibility of neutral detergent fiber, gas and methane pro-
duction. Compared to the control, monensin reduced methane production by 44%, but with a 15% reduction
in fiber digestibility. Except for E. globulus and L. turbinata, each variable measured was significantly redu-
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ced with the higher level of inclusion compared to the control, representing that overall microbial activity was
affected. L. turbinata (60.8% limonene) reduced methane by half compared to control, and by 35 to 85% when
compared to monensin, without affecting digestibility of the fiber. Some essential oils from native Argentinean
plants exhibited great potential to reduce enteric methane production without affecting digestibility, of which L.

turbinata was the most promising alternative.

Keywords: methane; natural additive; plant secondary compound; rumen fermentation.

Abbreviations: ADF, acid detergent fiber; CP, crude protein; DM, dry matter; D-NDFom, digestibility of organic matter
neutral detergent fiber; EO, essential oils; GHG, greenhouse gas; ivDMD, in vitro dry matter digestibility; NDF, neutral
detergent fiber; NDFom, organic matter neutral detergent fiber; NDFom d, organic matter neutral detergent fiber digested;

OM, organic matter.

INTRODUCTION

There are growing concerns over greenhouse gas (GHG)
emissions due to their effects on global warming. In this re-
gard, livestock emerges as one of the top two or three most
significant contributors to climate change (Steinfeld et al.,
2006), being responsible for up to 14.5% of anthropogenic
GHG, where methane is the most emitted gas with about
44% of the sector’s emissions.

Methane is an unavoidable by-product of anaerobic micro-
bial fermentation of carbohydrates in the rumen carried out by
the microorganisms which are in symbiosis with ruminants.
In addition to the effects on the environment, it implies a loss
of 2 to 12% of gross energy provided by the diet (Johnson
and Johnson, 1995). Therefore, diminishing its production in
the rumen is one of animal nutrition research interests.

By manipulating the rumen microbial ecosystem it is fe-
asible to reduce methane production by selective inhibition
of methanogenic microorganisms (Johnson and Johnson,
1995). Antibiotics (e.g., ionophores) have long been used
in the area of nutritional interventions to favorably impact
on rumen fermentation in order to reduce waste input to the
environment and to improve the efficiency of feed nutrients
used by animals. An increasing awareness of the hazards
associated with chemical feed additives, i.e., the presence
of chemical residues in animal-derived foods and develop-
ment of bacterial resistance to antibiotics, resulted in their
prohibition for other purposes not related to specific pre-
vention and/or treatment of animal health and well-being
in many European countries (Regulation 1831/2003/EC),
being under revision in several other countries as well.

In the search of natural alternatives, essential oils (EO)
have been tested for their antimicrobial activity and a con-
siderable number of studies have shown their potential to
beneficially modify rumen fermentation reducing methane
production (Benchaar and Greathead, 2011; Cieslak et al.,
2013; Khiaosa-ard and Zebeli, 2013). Essential oils are
complex mixtures of volatile lipophilic secondary metaboli-
tes (Benchaar and Greathead, 2011) having great diversity
in composition depending on geographic variations, genetic
factors, physiological stage at harvest, plant growing condi-

tions, plant parts used and extraction methods (Calsamiglia
et al., 2007; Figueiredo et al., 2008). The chemical compo-
sition of EO is one of the factors affecting their bioactivity in
altering the rumen ecosystem, along with the dose and the
base diet used (Khiaosa-ard and Zebeli, 2013; Klevenhu-
sen et al., 2012; Lin et al., 2013).

Novel sources of EO, not yet explored in ruminant nu-
trition, may broad the spectrum of what has already been
studied. In this sense, different EO from native Argentinean
plants have been reported for their bioactivity in a variety of
biological processes (Fuselli et al., 2006; Garcia et al., 2003;
Tereschuk et al., 1997), representing a promising alternative
to modify rumen fermentation. The aim of this study was to
evaluate the effect of four Argentinean EO on methane pro-
duction during in vitro fermentation, in comparison to EO with
proven effects as rumen fermentation modifiers.

MATERIALS AND METHODS
Experimental design

A completely randomized block design was used, con-
sidering incubations as blocks (repetitions), thrice-re-
peated in three consecutive weeks. Within each block,
treatments were in duplicate, considered as replicates.
Four EO from native Argentinean plants were tested
together with six non-native Argentinean plants, at four
doses (Table 1).

Doses of EO were chosen based on the results of a pre-
liminary study (Garcia et al., 2014), where a broader range
of doses were tested for all EO (1, 10, 100 and 100 mg/L
DMi). The selection criterium to define doses was methane
production inhibition without affecting overall digestion. Two
controls were included: control (not containing EO) and mo-
nensin (Option 20%, Brascorp S.A., Buenos Aires, Argenti-
na) at 1.87 mg pure monensin/L.

Essential oils

Native plants from Argentina: Aloysia gratissima, Lippia
turbinata and Tagetes minuta were collected in Chara-
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mg/L
Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose 4

Native Argentinean plants

Aloysia gratissima 50 100 150 300

Lippia turbinata 30 60 120 240

Schinus molle 75 150 300 600

Tagetes minuta 5 50 125 250
Non- Argentinean plants

Eucalyptus globulus 5 50 150 300

Mentha x piperita var. vulgaris 50 100 200 400

Origanum vulgare ssp. hirtum cv. C. 0.5 5 50 250

Origanum vulgare ssp. hirtum cv. M. 50 150 250 350

Rosmarinus officinalis 100 300 500 700

Thymus vulgaris 5 50 150 300

Table 1. Essential oils and doses evaluated.

cato, Cordoba (31°28'77” S, 64°12’32” W) and Schinus
molle was provided by the Faculty of Agronomy of Cérdo-
ba University (31°44°06” S, 64°18°'48” W). Exotic plants:
Eucalyptus globulus, Mentha x piperita var. vulgaris, Ori-
ganum vulgare ssp. hirtum cv. Compacto and cv. Mendo-
cino, Rosmarinus officinalis and Thymus vulgaris were
obtained from commercial farms in Villa Dolores, Cordoba
(31°56'67” S, 65°11°53” W) and from the Faculty of Agro-
nomy of Cdérdoba University. Aerial parts of plants were
harvested at full flowering, air dried, and oil was obtained
by steam distillation using an all-glass Clevenger-type
apparatus. Oils were dried over anhydrous sodium sulpha-
te and stored at -20°C until further use and analyses. The
EO composition was analyzed by gas chromatography
coupled mass spectrometry (GC-MS). The analysis was
carried out on a Perkin Elmer Clarus 600 GC-MS instru-
ment equipped with two columns: Supelcowax 10 (30 m x
0.25 ym) and DB-5 fused silica column (30 m x 0.25 ym).
The carrier gas was helium at an initial temperature of
60°C for three minutes and increased 4°C/min to 240°C.

In vitro incubation

Rumen fluid was collected on the day of the experiment
in a pre-warmed thermo flask from three rumen-fistulat-
ed Hereford steers (516 + 53 kg) before morning feeding,
kept on a daily ration of alfalfa hay:corn grain diet (80:20
DM basis). Once in the laboratory, all manipulations were
done under a constant stream of CO, gas. Rumen fluid
was pooled and homogenized in a blender for one minute,
strained through two layers of cheesecloth twice, and col-
lected into a flask. It was constantly homogenized using a
magnetic stirrer, held at 39°C in a water-bath under CO,
stream until inoculation. The substrate used for incubation
was a mixture of 0.4 g of alfalfa plus 0.1 g of corn grain,
which were previously freeze-dried and milled through a 2

mm sieve. The chemical composition of the substrates is
shown in Table 2.

Incubations were conducted in 100 mL serum bottles
containing 40 mL of carbonate-phosphate buffer (Tilley and
Terry, 1963) and 10 mL of strained rumen fluid. A stock solu-
tion of monensin and of each EO and dose was prepared in
ethanol at the necessary concentration to achieve final dos-
es in the bottle, and 200 L of this solution were dispensed
into the bottles immediately before inoculation with rumen
fluid. An equivalent amount of ethanol was added to the
control. Immediately after the rumen fluid was dispensed,
the bottles were flushed with CO, gas, sealed with butyl
rubber stoppers and aluminum crimp seals, and placed in a
water-bath (39°C). A blank (rumen fluid plus buffer, without
substrate) was included and data was used for correction.
Head-space gas pressure was measured at predetermined
points during incubation using a pressure transducer (Sper
Scientific Ltd., Scottsdale, Arizona, USA). Bottles were
manually shaken after each reading. During the rapid gas
production phase, the bottles were sampled more frequent-
ly to prevent headspace pressure from reaching 7.0 psi, as
suggested by Theodorou et al. (1994), and all accumulated
gas was collected in 250 mL vials for methane determina-
tion. At each sampling point, headspace gas was collected
from the bottles with a gastight syring until readings reached
equilibrium with the atmospheric pressure (0.00 psi). At the
end of incubation (72 h) bottles were placed in ice to stop
fermentation and stored at -20°C until further analyses.

Determination and chemical analysis

The substrate was analyzed for the following parameters:
organic matter (OM), crude protein (CP), neutral detergent fi-
ber (NDF), acid detergent fiber (ADF) and in vitro dry matter
digestibility (ivDMD). Organic matter was determined at 550°C
for 6 h; CP was obtained by the Kjeldahl method (AOCS:



April 2018, Argentina

oM CP NDF ADF ivDMD
Alfalfa 891 190 453 316 643
Corn 985 83 159 34 871

Table 2. Chemical composition (g/kg DM) of alfalfa hay and corn
grain used as substrates for in vitro ruminal fermentation.

Notes: OM: Organic matter; CP: Crude protein; NDF: Neutral de-
tergent fiber; ADF: Acid detergent fiber; ivDMD: In vitro dry matter
digestibility.

954.01, 1998); NDF and ADF analyses were performed ac-
cording to Van Soest et al. (1991) using an ANKOM200 Fiber
Analyzer (Ankom®, Tech. Co., Fairport, NY, USA); and ivDMD
as proposed by Tilley and Terry (1963) using a Daisyll incuba-
tor (Ankom®, Tech. Co., Fairport, NY, USA).

Alinear regression pressure-volume was used for regres-
sion-corrected gas-volume. Cumulative gas production was
calculated by summing the regression-corrected gas vol-
ume for each measurement time and corrected by blank.
Methane concentration was determined by gas chromatog-
raphy using a Hewlett Packard 4890 instrument equipped
with a Porapak N 80/100 analytical column (2 m) with nitro-
gen as the carrier gas. Injector temperature was 110°C, the
column was held constantly at 90°C during analysis and the
detector temperature (FID) was 250°C.

In vitro digestibility of ash free neutral detergent fiber
(D-NDFom) was obtained according to Van Soest et al.
(1991); briefly, the bottle content was transferred into 200
mL tubes and 100 mL neutral detergent solution plus heat
stable o-amylase were added. After 1 h boiling, residues
were filtered in preweighed glass crucibles (DURAN® 25-
851-32 filter crucibles) and oven-dried at 105°C for 24 h.
Dry residues were weighed and ashes determined at 550°C
for 4 h. The same procedure was carried out with the sub-
strate to determine ash free neutral detergent fiber (ND-
Fom) incubated, and by the difference with the residues,
to calculate the NDFom digested (NDFom d) after blank
correction. The formula used for calculation of D-NDFom
was: NDFom d/ NDFom incubated * 100.

Statistical analysis

All data were analyzed using InfoStat software (Di Rienzo
et al., 2011). Data were analyzed by performing analysis of
variance and treatment and blocks as a fixed effect: Y, = p +
T, + BJ. +e, where Yu was the observation, y was the overall
mean for each parameter, 1, was the effect of treatment, Bj
was the effect of block and ¢; was the residual error. Diffe-
rences between treatments were compared with the Fisher
LSD test and significant differences were declared at p<0.05.

RESULTS

The EO composition was largely variable, as shown in
Table 3. The number of chemical components ranged from

five (e.g. E. globulus) to 40 (e.g. O. vulgare), showing great
difference in the proportion represented by the first three
main components: A. gratissima around 30%; S. molle 50%;
O. vulgare ssp. hirtum cv. Mendocino, R. officinalis, S. molle
and T. vulgaris about 60%; L. turbinata, M. x piperita var.
vulgaris, O. vulgare ssp. hirtum cv. Compacto and T. minuta
more than 70%; and over 90% for E. globulus.

The effects of EO on gas production, D-NDFom and
methane are presented in Table 4. Gas production for con-
trol was 292.0 mL/g OMi, D-NDFom of 0.477 g/g and 24.6
mg/g OMi of methane production. Compared to the control,
monensin reduced gas production by around 25% and 44%
mg of methane per g OMi, but at the expense of a 15%
reduction in D-NDFom.

All levels of L. turbinata and R. officinalis at the lower le-
vel (100 mg/L) reduced gas production (23 to 35%) with
greater methane inhibition (65 to 92%) when compared to
the control, interestingly with no effects on fiber digestibi-
lity. Intermediate to high doses of R. officinalis (300, 500
and 700 mg/L) also reduced gas and methane production
(~35% and ~90% respectively); however, fiber digestibility
was severely affected (more than 20%).

Compared to the control A. gratissima and E. globulus
had no effects on the variables studied, except for A. gra-
tissima at 300 mg/L that reduced fiber digestion by 14%.
S. molle and T. vulgaris reduced gas production and D-
NDFom at higher doses, though a decrease in methane
was not attained.

Although evaluated at different dose ranges, both culti-
vars of O. vulgare ssp. hirtum at the highest level reduced
gas production and D-NDFom. When compared at similar
doses, increasing the dose from 50 to 250 mg/L had a grea-
ter effect in Compacto than in Mendocino in reducing gas
and methane production and fiber digestion.

A reduction in gas (30 to 35%) and methane production
(80 to 90%) was observed for the intermediate dose of M.
X piperita var. vulgaris (200 mg/L) and intermediate to high
doses of T. minuta (125 and 250 mg/L) compared to the
control, with a reduction of around 15% in D-NDFom.

Reductions relative to control in methane production
(mg/g NDFom d) and fiber digestibility are shown in Fig. 1.
Almost one third of the additives tested reduced methane
production by over 50%, most of which (8 out of 13) were
associated with a concomitant reduction in fiber digestion
(over 10%).

DISCUSSION

The effects of monensin on fermentation parameters in vi-
tro are consistent with those reported elsewhere (Castillejos
et al., 2006; Russell and Strobel, 1989; Wallace et al., 1981).
Russel and Strobel (1989) reported an association with
methane reduction to a decrease in acetate production cau-
sed by a reduction in the digestion of neutral detergent fiber.
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N° of compounds

Proportion of the three main components

L Spathulenol Eucalyptol Caryophyllene oxide

A. gratissima 21 13.8% 12.8% 8.5%

Eucalyptol Terpinyl acetate Terpinen-4-ol
E. globulus 5 76.6% 8.0% 6.2%

. Limonene Bornyl acetate Eucarvone
L. turbinata 12 60.8% 8.2% 5 8%

M. X piperita var. 14 Menthol Menthone Menthofurane

vulgaris 51.1% 24.0% 7.2%

O. vulgare ssp. hirtum 40 Sabinene hydrate trans Thymol y-Terpinene
cv. C. 33.0% 26.6% 12.4%

O. vulgare ssp. hirtum 40 Sabinene hydrate trans Thymol y-Terpinene
cv. M. 37.7% 17.8% 6.4%

L Eucalyptol B-Myrcene Camphor

R. officinalis 19 24.7% 20.5% 14.2%

S. molle 21 Dehydroxy-isocalamendiol a-Phellandrene Limonene
' 18.9% 14.4% 13.8%

T minutas 9 Verbenone Cis tagetone D-limonene
' 42.2% 27.9% 6.0%

. Thymol p Cymene y-Terpinene
T. vulgaris 18 27.9% 22.5% 16.2%

Table 3. Number of compounds detected (> 99%) and proportion of the main three compounds of the essential oils evaluated.
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Figure 1. Reduction in methane production and fiber digestibility by EO (¢) and monensin (o) relative to control. Notes: 1-4. Aloysia gratis-
sima (50, 100, 150 and 300 mg/L); 2-8. Eucalyptus globulus (5, 50, 150 and 300 mg/L); 9-12. Lippia turbinata (30, 60, 120 and 240 mg/L);
13-16. Mentha x piperita var. vulgaris (50, 100, 200 and 400 mg/L); 17-20. Origanum vulgare ssp. hirtum cv. Compacto (0.5, 5, 50 and
250 mg/L); 21-24. O. vulgare ssp. hirtum cv. Mendocino (50, 150, 250 and 350 mg/L); 25-28. Rosmarinus officinalis (100, 300, 500 and
700 mg/L); 29-32. Schinus molle (75, 150, 300 and 600 mg/L); 33-36. Tagetes minuta (5, 50, 125 and 250 mg/L); 37-40. Thymus vulgaris
(5, 50, 150 and 300 mgl/L).
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Doses ©Gas production D-NDFom? Methane
Treatments (mg/L) mL/g OMi a/g % mg/g OMi mg/g NDFom d?
Control 292,0 o 0,477 o 12,4 24,6 o 14,7
Monensin 1,87 220,3 T 0,406 T 9,0 13,7 T 72,1
50 303,4 o 0,481 o 10,0 20,3 95,0
Aloysia 100 296,8 o 0,473 o 13,0 25,9 o 124,3
gratissima 150 301,1 o 0,435 12,8 25,7 o 129,0 o
300 275,8 o 0407 11,2 20,3 114,0
5 290,6 o 0,462 o 94 18,5 89,5
Eucalyptus 50 294,6 o 0,461 o 12,3 24,3 o 120,6
globulus 150 295,9 o 0,461 o 132 o 275 o 135,4 o
300 2949 o 0,468 o} 11,5 22,8 112,2
30 2247 1t 0,446 55 f 90 t 45,7 t
Lippia turbinata 60 207,3 1t 0,449 29 f 42 1 11,0 t
120 202,0 T 0,455 o 1,5 T 2,0 T 9,6 T
240 190,4 T = 0,445 3,2 T 4,4 T 21,0 T
50 2532 t = 0459 o 92 16,8 77,5
Mentha x piperita 100 2425 t w0441 8,4 18,5 92,8
var. vulgaris 200 1937 t+ = 0395 f 20 t m 27 t =n 18,1 t
400 1776 t+ = 0345 t = 17 t m 23 t = 13,2 t
) 0,5 295,1 o 0,464 o 13,0 25,9 o 129,6
Vaggf‘:‘;rs“p_ 5 2895 5 0480 B 111 217 98,0
hirtum (Comp.) 50 300,3 o 0,461 g 12,1 24,4 o 118,6
250 198,0 T 0,330 t = 3,3 T n 4,5 T 38,0 T
) 50 2934 o 0,462 o 12,9 26,0 o 125,0 o}
Vaggf::?p. 150 299,9 o 0428 f 13,1 26,8 o 128,9 n
hirtum (Mend.) 250 283,5 o 0398 t 13,0 25,4 o 145,0 o
350 2607 t = 0395 t 12,7 22,6 128,2 o
100 2199 ¢t 0,460 @ 40 t ®m 59 ¢ 28,4 t
Rosmarinus 300 1903 t+ =w= 0347 t = 15 t m 19 t =« 12,9 t =
officinalis 500 1887 t = 0367 1 10 t+ = 12 t = 7,9 t
700 183,3 t = 0,317 T n 1,6 t n 21 T = 13,3 T
75 304,6 o 0,474 o 12,1 24,0 o 110,1
Schinus molle 150 307,5 o 0,448 15,0 o 30,8 o 153,1
300 300,7 o 0414 12,5 25,1 o 134,6
600 224,9 T 0347 t = 11,9 21,0 122,5
5 295,3 o 0,469 o 12,2 24,3 o 13,4
Tagetes minuta 50 262,2 T ©® 0,462 o 10,1 19,0 93,4
125 200,2 T 0412 t 26 t m 35 t =« 11,7 t
250 188,1 t = 0,401 T 2,3 T m 3,1 T = 17,0 T
5 288,9 o 0,461 o 11,8 23,1 115,4
Thymus vulgaris 50 303,5 o 0,457 o 134 o 282 o 137,5
150 287,5 o 0427 12,1 23,9 o 124,9
300 2364 1 0352 t = 109 17,9 108,9
SE2 9,76 0,0190 1,54 5,19 27,99
p-value <0.001 <0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

Table 4. Effect of essential oils on total gas (mL/g OMi), in vitro fiber digestibilty (D-NDFom; g/g), and methane production (%, mg/g OMi
and mg/g NDFom digested).

Notes: T Means within a column differ from control (p < 0.05); # Means within a column differ from monensin (p < 0.05); 1 D-NDFom: in vitro
digestibility of ash free neutral neutral detergent fiber;2 NDFom d: organic matter neutral detergent fiber digested; ® S.E.: standard error.

Intermediate to high level of inclusion for some EO (e.g. A.  rumen fermentation activity, care should be taken if using gas
gratissima at 300 mg/L and O. vulgare ssp. hirtum var. Mendoci-  production as the only indicator of overall fermentation.
no at 150 and 250 mg/L) reduced fiber digestibility with no effect Except for E. globulus and L. turbinata, every variable
on gas production. Thus, when evaluating additives to modify = measured was significantly reduced with the higher level of
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inclusion compared to the control (methane, D-NDFom and
gas production), representing that overall microbial activity
was affected. This is in agreement with the dose-response
effects previously reported for EO (Khiaosa-ard and Zebeli,
2013; Klevenhusen et al., 2012).

Essential oils from native Argentinean plants have proven
biological activity in several processes (Fuselli et al., 2006;
Garcia et al., 2003; Tereschuk et al., 1997); however, to
our knowledge, they have not been previously evaluated to
modify rumen microbial function. Therefore, the discussion
will be approached by the compounds present in those EO.

Limonene is the main compound in L. turbinata, and it
is also present in S. molle and T. minuta. Castillejos et al.
(2006) reported toxic effects of limonene at levels of 50 and
500 mg/L, and concluded that there appears to be no bene-
fit in using limonene as an additive to modify rumen micro-
bial fermentation. On the contrary, in our study, among all
the oils evaluated, L. turbinata (60.8% limonene) was the
most effective at all inclusion levels, reducing methane by
half compared to control, and showing 35 to 85% reduction
when compared to monensin, without affecting fiber digesti-
bility. With the other two EO that contain limonene, S. molle
and T. minuta, fiber digestibility was severely affected at
higher doses; however, in these EO limonene, represents
the third main compound (13.8 and 6.0% respectively).

Low levels of A. gratissima had no effects on any of the
variables measured, and at the highest level (300 mg/L),
this EO affected the fiber digestibility with no effects on
methane. At the doses tested this EO did not represent a
promising alternative to inhibit methane production in vitro.

At the dose range tested for E. globulus, which is compa-
rable with the range of doses evaluated for the rest of EO
in this study, we did not find any effects on the variables
studied. The absence of effect suggests low antimicrobial
activity of this EO, being necessary higher levels than those
evaluated here. In this regard, Patra and Yu (2012) obser-
ved a linear reduction in gas and methane production at
levels ranging from 250 mg/L to 1000 mg/L. Doses in the
present study may have been low to detect the effects of
this EO on rumen fermentation in vitro.

Mentha x piperita had no impact on fermentation at low
levels. An inhibition of methane was achieved by increasing
the dose; however, it was associated with a reduction in fiber
digestion. The adverse effect caused by M. x piperita on the
microbial population, and on cellulolytic bacteria in particular
(Patra and Yu, 2014, 2012), can explain the reduction in fiber
digestibility observed for levels of 200 and 400 mg/L.

The reduction in fiber digestibility found for both cultivars
of O. vulgare at high levels of inclusions are in accordance
with previous reports (Busquet et al., 2006; Cardozo et al.,
2005; Castillejos et al., 2008). Busquet et al. (2006) eva-
luated different EO and their main components and con-
cluded that carvacrol is the main active compound in ore-
gano oil. In the present study, carvacrol was found in small
proportion (0.001% for Compacto and 4% for Mendocino);
and trans sabinene hydrate, thymol and y-terpinene were
the main components. It is important to highlight that even
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though the composition of EO of both cultivars was similar,
the effects found for the same level of inclusion (250 mg/L)
differed markedly between them, being the ecotype Com-
pacto more effective than Mendocino.

Based on our results, we can suggest that R. officinalis
has a strong antimicrobial activity and that the optimal in-
clusion level may be difficult to define because there is a
narrow range of doses between those showing desirable
effects (methane production inhibition) and those having
negative effects (reduction of fiber degradation). Severe
reduction of all the variables measured were registered at
doses over 300 mg/L, which is not in agreement with the
findings of Castillejos et al. (2008) who reported no reduc-
tion on rumen fermentation products (ammonia and VFA) at
levels of 500 mg/L.

Only high levels of T. vulgaris affected gas production and
fiber digestion; however, this effect was not accompanied
by a reduction in methane production. When evaluating thy-
me oil at 5, 50 and 500 mg/L, Castillejos et al. (2008) found
an increase in total VFA at all doses of the oil, while an in-
clusion of its main component, thymol at 500 mg/L reduced
total VFA concentration by around 30% (Castillejos et al.,
2006). These results indicate that the action of the main
compounds isolated may not directly have the same beha-
vior of the primary complex mixture of chemical structures.

An explanation of this phenomenon is the interaction that
may occur between compounds, such as the synergic effect
of p cymene in carvacrol/thymol-based EO (Macheboeuf et
al., 2008). In addition, EO comprise a large number of we
consider it is essential a large number of components and it
is likely that their mode of action involves several targets in
the bacterial cells (Castillejos et al., 2006).

The diversity in EO composition, which depends on envi-
ronmental conditions and genetic aspects, results in diffe-
rent bioactivity of the EO related to plant ecotype and origin.
Hence, when using plants as source of oil, we considered it
is essential to include a description of the EO composition
as part of the study.

CONCLUSIONS

Essential oils from native Argentinean plants are capable
of modifying rumen fermentation in vitro. Lippia turbinata is
a promising natural alternative to in-feed antibiotics, consi-
dering that it has great potential to reduce enteric methane
production without affecting digestibility.

Considering the complex composition of essential oils
and their resulting bioactivity, a description of the chemical
composition should be included in this kind of evaluations.
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Pureza fisica y germinacién de cariopses
de Chloris gayana Kunth y Panicum
coloratum L. cosechados de plantas
cultivadas en un suelo alcalino-sodico

GARCIA, M.D.%; PESQUEIRA, J.;; OTONDO, J.2

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la pureza fisica, el porcentaje de germinacion (G), la velocidad de ger-
minacion (VG) de cariopses de Chloris gayana cv. Finecut (Cg) y Panicum coloratum cv. Klein Verde (Pc)
recolectados de plantas cultivadas en un suelo alcalino-sodico (pH=9,8y CE_=dS m*y PSI, PSI = 26,2%).
Para comparar la G de ambas especies, 50 cariopses (n = 4) se incubaron en agua. Para evaluar la respuesta
de la G a la salinidad y a la alcalinidad se realizé un experimento con disefio completamente aleatorizado y
estructura factorial (n = 4) de dos especies x cuatro concentraciones de sales de Na* (25, 50, 100 y 150 mM)
x dos pH (6 y 10). Los tratamientos consistieron en combinaciones 1:1 de NaCl + SO,Na (pH = 6) y Na,CO, +
NaHCO, (pH = 10): 25mM-pH6 (control); 25mM-pH10; 50mM-pH6; 50mM-pH10; 100mM-pH6; 100mM-pH10;
150mM-pH6 y 150mM-pH10. Muestras del material obtenido de la dispersion natural de panojas de Cgy Pc
contenian (media + EEM; % del peso total): cariopses cubiertos por las glumas (53 + 2,6; 41,3 + 4,6), cariop-
ses aislados (1,4 + 0,6; 10,3 + 1,95), cariopses vacios (32,9 £ 2,4; 22,7 + 2,4) y material inerte (12,5 £ 2,2; 25,7
*+2,1). En agua, los valores (media + EEM) de G (%) y VG (%) de Cg (96,5+2,4y54,7+7)yPc(89,2+3,6y
51,7 £ 5,5) fueron similares. En presencia de 25 mM de sal, el incremento del pH de 6 a 10 no inhibi6 la G de
Cg (94,4 +2,55y90,7 +3,7) nide Pc (93,9 + 2,2y 92,95 £ 1,9). La incubacion en 50mM-pH=10 inhibi6 la G de
Pc (33,2 + 4,7), pero no la de Cg (93,5 * 3,3). La solucién 100mM-pH=10 inhibi6 mucho mas la germinacion
de Pc (2,5 £ 1,5) que la de Cg (66,35 + 5,5), y 150mM-pH10 inhibié fuertemente la germinacién de Cg (3,5
+1,5)y Pc (0 £ 0). En las soluciones con pH = 6, la G de Cg y Pc no se vio afectada hasta 100 mM de sal,
pero en 150 mM se redujo 25% y 20%, respectivamente, en relacion con la observada en 25mM-pH=6. La VG
también se redujo més por la alcalinidad en Pc que en Cg. La VG de ambas especies respondié de manera
similar a los incrementos de salinidad en las soluciones neutras (pH = 6). La VG de los cariopses incubados
en 50mM-pH=6 no se diferencio del control en ninguna de las dos especies. Con cada incremento superior a
50 mM, la VG disminuy6 en ambas especies, en relacién con el control respectivo.

Palabras clave: salinidad, alcalinidad, poacea forrajera megatérmica, velocidad de germinacion.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate physical purity, germination percentage (G) and germination
velocity (GV) of caryopses of Chloris gayana cv. Finecut (Cg) and Panicum coloratum cv. Klein Verde (Pc)
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collected from plants grown in an alkaline-sodic soil (pH = 9.8, EC_ = 0.69 dS m™*, EPS = 26.2%). To com-
pare G of both species, 50 caryopses (n = 5) were incubated in deionized water. To evaluate G responses to
salinity and alkalinity, an experiment with completely randomized design and factorial structure (n = 4) of two
species x four concentrations of Na*-salts (25, 50, 100 and 150 mM) x two pHs (6 and 10) was performed.
Treatments consisted in combinations 1:1 of NaCl + SO,Na (pH = 6) and Na,CO,+ NaHCO, (pH = 10): 25mM-
pHG6 (control); 25mM-pH10; 50mM-pH6; 50 mM-pH10; 100mM-pH6; 100mM-pH10; 150mM-pH6 and 150mM-
pH10. Samples of the natural-dispersal material from panicles of Cg and Pc contained (mean = SEM; % of
total weight): caryopses covered by glumes (53 + 2.6; 41.3 + 4.6), isolated caryopses (1.4 £ 0.6; 10.3 £ 1.95),
empty caryopses (32.9 + 2.4; 22.7 + 2.4) and inert materials (12.5 + 2.2; 25.7 + 2.1). Caryopses of Cg and Pc
incubated in water showed similar values (mean + SEM, in %) of G (96.5+ 2.4 and 89.2 + 3.6) and GV (54.7 £
7and 51.7 £ 5.5). In the presence of salt 25 mM, the increment of pH from 6 to 10 did not inhibit G of Cg (94.4
+2.55and 90.7 £3.7) or Pc (93.9 + 2.2 and 92.95 + 1.9). Incubation in 50mM-pH=10 inhibited G of Pc (33.2 £
4.7) but not G of Cg (93.5 £ 3.3). The solution 100mM-pH=10 inhibited more the germination of Pc (2.5 £ 1.5)
than that of Cg (66.35 + 5.5), and 150mM-pH10 strongly inhibited germination of both species, Cg (3.5 £ 1.5)
and Pc (0 £ 0). In solutions with pH = 6, the G of Cg and Pc was not affected up to 100 mM of salt, but 150
mM inuduced decreases of 25 % and 20 % of G, respectively, in relation to that observed in 25mM-pH=6. The
increment of pH also affected more GV of Pc than that of Cg. GV of both species responded in a similar way
to increases of salinity in neutral (pH = 6) solutions. The GV of the caryopses incubated in 50mM-pH=6 did not
differ from their respective controls. From 50 mM, each increase of salt concentration induced the decrease of
GV of both species, relative to their respective controls.

Keywords: salinity, alkalinity, megathermic forage poaceae, germination velocity.

INTRODUCCION de Na* (lo cual genera soluciones con distintos niveles de
alcalinidad y salinidad) (Guo et al., 2010; Li et al., 2010).
Estas investigaciones han mostrado que las sales de sodio
alcalinas (NaHCO, y Na,CO,) producen un efecto mas per-
judicial que concentraciones equimolares de sales neutras
(NaCl y Na,SO,) sobre las plantas. Por ejemplo, la germi-
nacion de las semillas se inhibié més en presencia de sales
alcalinas que de sales neutras en Medicago sativa L. (Li
et al., 2010), Leymus chinensis (Trin.) Tzvelev (Ma et al.,
2015), Medicago ruthenica (L.) Sojak, (Guan et al., 2009),
Chloris virgata Sw. (Lin et al., 2015), Triticum aestivum L.
(Guo et al., 2010), Sorghum bicolor (L.) Moench (Zhao et
al., 2014), Panicum virgatum L. (Lui et al., 2014), Chloris
gayana Kunth y Panicum coloratum L. (Garcia et al., 2015),
Setaria viridis (L.) P. Beauv. (Guo et al., 2011), Helianthus
annuus L. (Liu et al., 2010), diversas especies para césped
(Zzhang y Rue, 2014), entre otras.

La FAO/UNESCO estima que la superficie global afec-
tada por la salinidad y la alcalinidad supera las 900 millo-
nes de hectareas (Wicke et al., 2011). En la provincia de
Buenos Aires, por ejemplo, 7 millones de ha (24% de la
superficie de la provincia) estan ocupadas por suelos con
problemas de hidrohalomorfismo (Miaczynski, 1995), la
gran mayoria de los cuales se ubican en la Cuenca del Sa-
lado. Dentro de los suelos que predominan en esta cuen-
ca se encuentran los Natracualfes y Natralcuoles tipicos,
gue a nivel provincial abarcan mas de 4,7 millones de ha
(= 15,66% de la superficie total). Estos suelos poseen un
horizonte arcilloso, de baja permeabilidad y alto contenido
de sales sédicas (Miaczynski, 1995). Las condiciones men-
cionadas generan un ambiente edéfico restrictivo para la
germinacion y el crecimiento de la mayoria de las especies
vegetales, sobre todo cuando los factores mencionados se
combinan en un mismo suelo (salinidad, alcalinidad y ane-

Panicum coloratum L. y Chloris gayana Kunth son poa-
gamiento o sequia).

ceas perennes subtropicales caracterizadas por una ele-
vada produccion de biomasa de un valor nutricional ade-
cuado para satisfacer los requerimientos del rodeo de cria
vacuno (Avila et al., 2012). La implantacion de C. gayana y

Existen numerosos estudios sobre los efectos de la sa-
linidad en la germinacion y el crecimiento de las plantas,
pero hay poca informacion sobre los efectos de la alcali-

nidad. En los dltimos afios se incrementaron los estudios
sobre los efectos de la alcalinidad sobre la germinacion de
las semillas, el crecimiento y el metabolismo de las plan-
tas. En estos estudios, la alcalinizacion y estabilizacion
del pH de la solucion nutritiva normalmente se ha logrado
mediante el agregado del tampdn Tris(hidroximetil)amino-
metano (lo que permite independizar completamente el pH
de la concentracion de sal) (Singh et al., 2002; Avaca et
al., 2015), o mediante la combinacion de diferentes pro-
porciones y concentraciones de bicarbonato y carbonato

P. coloratum logran incrementar la productividad respecto
de la comunidad natural de haldéfitas, aunque no superan
su calidad nutricional (Otondo, 2011). Ademas presentan
tolerancia a la sequia (Ghannoum, 2009; Ponsens et al.,
2010), salinidad (Ribotta et al., 2013), periodos cortos de
anegamiento (Imaz et al., 2015), alcalinidad (Garcia et al.,
2015; Avaca et al., 2015) y tolerancia moderada a las hela-
das (Jones, 1969; Pesqueira et al., 2016). Estas caracteris-
ticas las hacen interesantes para su cultivo en la zona de la
Depresion del Salado.
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P. coloratum cv. Klein verde y C. gayana cv. Finecut se sem-
braron en el afio 2012 en la Chacra Experimental Integrada
Chascomus (Buenos Aires) en un suelo con pH = 9,8; CE,_
= 0,69 dS m *y PSI = 26,2%. La emergencia y la produc-
cién de biomasa de P. coloratum y C. gayana el afio de im-
plantacion fueron similares (Otondo et al., 2014). Luego de
tres afios, P. coloratum cv. Klein produjo 36% mas biomasa
que el promedio del pastizal natural, Thinopyrum ponticum
(Podp.) Liu & Wang y C. gayana (Pesqueira et al., 2015).

P. coloratum presenta una floracion muy heterogénea,
semillas que maduran irregularmente y estan dormidas al
momento de la dispersion. La forma de reproduccion es
principalmente por semillas, las cuales pierden por com-
pleto la dormicién luego de 6 meses de posmadurado
(Petruzzi y Stritzler, 2003). C. gayana se propaga vegeta-
tivamente a través de estolones, la floracion se concentra
en la primera mitad del otofio y produce gran cantidad de
semillas con elevado poder germinativo, lo cual favorece la
resiembra y rapida cobertura del suelo (Avila et al., 2012).
Sin embargo, bajo las condiciones de cultivo de las parce-
las establecidas en Chascomus, durante las evaluaciones
de cobertura realizadas en primavera-verano no se obser-
va el nacimiento de plantulas nuevas de C. gayana ni de P.
coloratum, a pesar de que las plantas establecidas produ-
cen abundante semilla cada verano (datos no mostrados).
El ambiente en el cual crece la planta madre puede afectar
diversas caracteristicas de las semillas, por ejemplo la pro-
duccion, el peso, la viabilidad, el nivel de dormicion, entre
otras (Fenner, 1991). Young y Evans (1981) observaron
gue la emergencia y crecimiento de plantulas de Elymus
cinereus (Scribn. & Merr.) A. Love en un suelo salino/alca-
lino fue mejor a partir de semillas obtenidas de plantas que
habian crecido en un suelo no alcalino que de plantas que
habian crecido en un suelo salino-alcalino. En cambio, Ko-
yro y Eisa (2008) observaron que plantas de Chenopodium
quinoa Willd. cultivadas en soluciones nutritivas que conte-
nian 100, 300 o 500 mM de NaCl produjeron semillas con
mayor velocidad de germinacion en medios salinos que las
semillas obtenidas de plantas que habian crecido en solu-
ciones nutritivas sin el agregado de NacCl.

Hasta el presente no se han publicado datos sobre los
atributos de calidad (pureza, poder germinativo y velocidad
germinativa) de las semillas producidas por plantas de C.
gayana y P. coloratum cultivadas en suelos alcalino-sodi-
cos. Los objetivos de este estudio fueron evaluar la pureza
fisica, la germinacion final (G) y la velocidad de germina-
cién (VG) de cariopses de Chloris gayana cv. Finecut (Cg)
y Panicum coloratum cv. Klein Verde (Pc) cosechadas de
plantas cultivadas en un suelo alcalino-sédico.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Unidades de dispersion (cariopses cubiertos por las glu-
mas y glumelas) cosechadas de plantas de Chloris gayana
cv. Finecut (Cg) y Panicum coloratum cv. Klein Verde (Pc)
que crecen en un suelo Natracualf tipico con pH = 9,8, con-
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ductividad eléectrica del extracto acuoso, CE_= 0,69 dS m™*
y porcentaje de sodio intercambiable, PSI = 26,2%.

Métodos

Las inflorescencias se envolvieron con tul transluci-
do desde el 9 de marzo al 10 de abril de 2015 para re-
colectar los cariopses dispersados naturalmente durante
ese periodo. La pureza fisica se determind a partir de 10
submuestras de cada especie, de las cuales se tomaron
los pesos parciales de las siguientes fracciones: unidades
de dispersion, cariopses desnudos, cariopses vanos 0 va-
cios y material inerte. Debido a la baja germinacion (media
+ EEM, en %) que mostraron los cariopses de Pc (26,4 +
3,4) se realizé un pretratamiento con H,SO, para romper la
dormicion. El pretratamiento consistié en la inmersion de
las unidades de dispersion con cariopses desarrollados de
Pc en H,SO, concentrado durante 10 minutos (50 cariop-
ses por ml), seguido de tres enjuagues consecutivos con:
i) agua helada (enfriada a 0 °C con hielo), ii) solucién 1 M
de NaHCO, para neutralizar y iii) agua helada (adaptado de
Voigt y Tischler, 1997).

Para evaluar la respuesta de la germinacion a la salini-
dad/alcalinidad de la solucién de incubacion se realizé un
experimento con disefio completamente aleatorizado y es-
tructura factorial de dos especies x cuatro concentraciones
de sales de Na* x dos pH, con cuatro repeticiones. Los tra-
tamientos consistieron en combinaciones 1:1 de sales de
Na* neutras (NaCl + SO,Na, pH = 6) o alcalinas (Na,CO, +
NaHCO,, pH = 10) en las siguientes concentraciones (mM):
25, 50, 100 y 150 (tabla 1). A los 40 dias de la recoleccién
se seleccionaron las unidades de dispersion que contenian
cariopses desarrollados (en adelante llamados cariopses)
y se colocaron en cajas de Petri de 9 mm sobre dos dis-
cos de papel de filtro (50 cariopses por caja) embebidos en
agua desionizada para determinar el poder germinativo o en
la solucion del tratamiento correspondiente (tabla 1) para
evaluar la respuesta a la salinidad/alcalinidad. Las cajas se
mantuvieron 26 dias bajo un régimen alterno de 12 h de luz
y 12 h de oscuridad a temperaturas (media + EEM, °C) de
28,00 + 0,14 y 23,04 + 0,08, respectivamente. Los datos se
sometieron al andlisis de la varianza, y cuando este detectd
diferencias significativas, las medias se separaron mediante
la prueba de Diferencia Minima Significativa de Fisher, p <
0,005, con el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2013).

El porcentaje de germinacion se calculé mediante la for-
mula siguiente:

G (%) = numero de cariopses germinados / nimero total
de cariopses x 100

La VG se estim6 mediante el indice de VG de Timson
(Timson, 1965) modificado:
VG (% dial) = X G/t

Donde G es el porcentaje de cariopses nuevos germina-
dos en cada conteo y t son los dias transcurridos hasta ese
conteo (Zhang y Rue, 2014).
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Concentracion (mM) de sal

Tratamiento pH CE, (dS m™Y)
NaCl SO,Na, NaHCO, Na,CO,
N25 (control) 6 4,24 12,5 12,5 0 0
N50 6 7,28 25 25 0 0
N100 6 12,35 50 50 0 0
N150 6 19,15 75 75 0 0
A25 10 3,31 0 0 12,5 12,5

A50 10 6,16 0 0 25 25
A100 10 11,32 0 0 50 50
A150 10 16,01 0 0 75 75

Tabla 1. Composicion salina, pH y conductividad eléctrica (CE,) de las soluciones de incubacion (tratamientos) de los cariopses.

RESULTADOS

El peso total de las muestras recolectadas a partir de la
dispersion de las panojas de Cg y Pc estaba compuesto
por 54% y 52%, respectivamente, de cariopses desarro-
llados (tanto cubiertos por las glumas como desnudos), el
resto por cariopses vacios y materiales inertes (tabla 2).

Los valores (media + EEM) de G (%) y VG (% d?) de
los cariopses incubados en agua fueron similares para Cg
(96,5 +2,4y 54,7+ 7,9, respectivamente) y Pc (89,2 + 3,6
y 51,7 £ 5,5, respectivamente), los Gltimos pretratados con
H,SO,. Ademas, los valores de G y VG de ambas especies
en N25 (figuras 1 a y b) no se diferenciaron de los valo-
res obtenidos en agua, por lo cual el tratamiento N25 se
consider6 como el control para evaluar los efectos de la
salinidad y el pH sobre la germinacion.

Los tres factores evaluados y su interaccion afectaron
la G (p < 0,001). Los cariopses de Cg y Pc incubados en
A25 mostraron porcentajes de G similares a los incubadas
en N25 (figura 1a). En cambio, la G de Pc se inhibi6 mas
gue la de Cg en los cariopses incubados en A50 y A100. La
solucién A150 inhibi6 fuertemente la germinacién de ambas
especies (figura 1a). Los cariopses incubados en soluciones
con pH = 6 mostraron valores similares de G con concentra-
ciones salinas hasta 100 mM. En cambio, los cariopses de
Cgy Pcincubados en N150 germinaron 25% y 20% menos,
respectivamente, que los incubados en N25 (figura 1a).

La interaccion entre los tres factores evaluados fue signifi-
cativa para la VG (p = 0,006) (figura 2b). Los cariopses de C.
gayana mostraron mejor respuesta a la alcalinidad que los de
P. coloratum con concentraciones bajas y moderadas de sal.
Los cariopses de P. coloratum incubados en N25, N50 y N100
mostraron mayor VG que los de C. gayana. El incremento
del pH en estas concentraciones salinas (A25, A50 y A100)
indujo la disminucion de la VG de P. coloratum, pero no la de
C. gayana, con respecto a la VG en N25, N50 y N100, respec-
tivamente (figura 1b). Por el contrario, en presencia de 50 mM
de sal, el aumento del pH incrementé la VG de Cg un 31%. El
incremento del pH en presencia de 150 mM de sal indujo una
fuerte disminucion de la VG de ambas especies (figura 1b).
En las soluciones neutras (pH = 6) la VG también disminuyd
con incrementos en la concentracién salina, con respecto al
control respectivo, a partir de N50 (figuras 1by 2).

DISCUSION

Por un lado, a partir de muestras de la dispersion natural
de panojas de plantas de C. gayana y P. coloratum culti-
vadas en un suelo alcalino/sédico se observé que el 54%
y 52% del peso total estd formado por cariopses desarro-
llados (cubiertos por las glumas + desnudos), los cuales
muestran un poder germinativo de 96% y 89%, respecti-
vamente. Estos porcentajes de germinacion son similares
a los observados en muestras comerciales de Cg (Avaca

Fraccion (% sobre el peso total)

Especie  Unidades de dispersion Cariopses Unidades de Material Poder .
con cariopses desnudos dispersion con erte germinativo (%)
desarrollados desarrollados cariopses vacios

C. gayana 53,0+2,6 1,4+£0,6 329+24 125+2,2 96,5+2,4

P. coloratum 41,3+4,6 10,3+1,95 22,7+24 25,7+2,1 89,2+ 3,6

Tabla 2. Pureza fisica y Poder Germinativo (%) de cariopses de C. gayana cv. Finecut y P. coloratum cv. Klein Verde recolectados a partir
de la dispersion natural de plantas cultivadas en un suelo alcalino-sédico. Valores: media + EEM.
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Figura 1. Germinacion final (a) y velocidad de germinacion (b) de cariopses de C. gayana cv. Finecut y P. coloratum cv. Klein Verde re-
colectados de plantas cultivadas en un suelo alcalino-sédico e incubados 26 dias en soluciones con diferentes concentraciones de sales
Na* (25, 50, 100 y 150 mM) neutras (pH = 6: N25, N50, N100 y N150) y alcalinas (pH = 10: A25, A50, A100 y A150). Letras diferentes
indican diferencia significativa segun la prueba de Diferencia Minima Significativa de Fisher, p < 0,05.

et al., 2015) y Pc (Lauric et al., 2014). Por otro lado, semi-
lla comercial de Cg cv. Finecut muestra un porcentaje de
viabilidad de aproximadamente 50% (sobre el total de la
muestra) (Avaca et al., 2015) y muestras de semillas de Pc
comerciales de diverso origen muestran una variabilidad
alta, entre 31% y 98%, en la pureza (porcentaje de semilla
verdadera sobre el total de la muestra) (Lauric et al., 2014).

En condiciones de alta alcalinidad y baja salinidad, por ;.
pH =10y CE_ = 3,3dS m", los cariopses de Cgy Pc mues-
tran porcentajes de germinacion similares a los cariopses in-
cubados en agua. Estos niveles de conductividad eléctrica y
pH son apenas superiores a los observados en suelos donde
se cultivaron las plantas madre (pH = 9,8 y CE_= 0,7 dS m™).

Aun en las soluciones alcalinas con un nivel moderado de
salinidad (CE_= 6 dS m™) la germinacién de Cg no se mo-
dificé y el 31% de los cariopses de Pc fueron capaces de
germinar. En el suelo donde se cultivan estas plantas, estos
valores de conductividad de la solucién edéfica (CE,) son
esperables cuando baja el contenido de agua del suelo y se
concentran las sales (Hussain et al., 2002). Por lo tanto, la
produccion de semillas viables y los niveles de conductivi-
dad eléctrica y pH del suelo indican que podria producirse
la resiembra natural de ambas especies. Sin embargo, en
el suelo existen otros factores que pueden afectar la viabi-
lidad de las semillas dispersadas que quedan en la super-
ficie durante el invierno y consecuentemente su posterior

Pureza fisica y germinacion de cariopses de Chloris gayana Kunth y Panicum coloratum L. cosechados de plantas cultivadas en un suelo alcalino-sédico
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Figura 2. Evolucién de la germinacion de cariopses de C. gayana cv Finecut (Cg) y P. coloratum CV Klein Verde (Pc) incubados en
diferentes concentraciones de sales de Na* (mM): 25 (a), 50 (b), 100 (c) y 150 (d). Sales neutras (pH=6): N25 y N50, N100, N150. Sales
alcalinas (pH = 10): A25 y A50, A100, A150. Los cariopses se recolectaron de plantas cultivadas en un suelo alcalino-sédico.

germinacioén, por ejemplo, variaciones en la disponibilidad
de agua, en la temperatura, aumento de la compactacion
(Martin et al., 2012), etc. En el suelo, donde fueron cose-
chadas las semilas de ambas especies la siembra a 0,5 cm
de profundidad increment6 la densidad de plantas de Cg y
Pc 5y 6 veces, respectivamente, comparada con la siembra
superficial (Otondo et al., 2014). Ademas, la cobertura de
la especie dominante (Pesqueira et al., 2015), sumada a la
presencia de otras especies y de material vegetal muerto
sobre la superficie del suelo, pudieron haber generado un

ambiente con una intensidad de luz demasiado baja para
permitir el establecimiento de la plantula.

La G de los cariopses obtenidos de plantas cultivadas en
un suelo alcalino/sédico es similar ala G de los cariopses de
semillas comerciales. Las respuestas de la G a la salinidad
son similares para ambas especies, pero C. gayana es mas
tolerante a la alcalinidad (figuras 1y 2) (Garcia et al., 2015).

En varias especies para césped también se observé que
la germinacion no se inhibe en presencia de alcalinidad
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combinada con niveles bajos de salinidad (Zhang y Rue,
2014). Sin embargo, con concentraciones crecientes de
sales de Na', el efecto perjudicial sobre la G y la VG es
mas marcado en presencia de sales alcalinas que de sa-
les neutras. Especies con diferentes niveles de tolerancia a
la salinidad/alcalinidad mostraron la misma respuesta, por
ejemplo Medicago sativa (Li et al., 2010), Triticum aesti-
vum (Guo et al., 2010), Sorghum bicolor (Zhao et al., 2014),
Medicago ruthenica (Guan et al., 2009), Panicum virgatum
(Lui et al., 2014), Chloris gayana y Panicum coloratum
(Garcia et al., 2015), entre otras.

En presencia de niveles similares de salinidad y alcalini-
dad elevada, C. gayana mostré mayor G y VG que Chloris
virgata (Lin et al. 2015), una especie anual natural de sue-
los alcalinos del noreste de China, muy tolerante a la salini-
dad y alcalinidad. Sin embargo, Pc es mas sensible que Cg
a la alcalinidad pero no a la salinidad elevada.

CONCLUSIONES

A partir del analisis del material proveniente de la disper-
sion natural de panojas de plantas de Cg y Pc cultivadas
en un suelo alcalino/sédico se realizaron las siguientes ob-
servaciones:

 La fraccién que contiene cariopses desarrollados (uni-
dades de dispersion + cariopses desnudos) representa
el 51,6% y 54,4% del peso total de las muestras de Pc
y Cg, respectivamente.

» Cariopses desarrollados de Pc (luego del tratamiento
con acido sulftrico) y de Cg incubados en agua pre-
sentan valores similares de G y VG (figura 1).

* Una alcalinidad elevada (pH = 10) no inhibe la germi-
nacion de Cg en presencia de valores bajos a modera-
dos de salinidad (hasta 50 mM).

» Una alcalinidad elevada (pH = 10) no inhibe la germi-
nacion de Pc en presencia de valores bajos de salini-
dad (hasta 25 mM).

* En las soluciones neutras (p = 6), los porcentajes de
G de Cg y Pc son similares en presencia de 25, 50 y
100 mM vy disminuyen levemente en presencia de
150 mM de sales de Na* (figura 1a).
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Pérdida de forraje ocasionada por
diferentes densidades de Dichroplus
maculipennis (Acrididae: Melanoplinae)
en una pastura de Festuca arundinacea Schreb

MARIOTTINI, Y.*2; DE WYSIECKI, M.L.**; LANGE, C.E.**

RESUMEN

Dichroplus maculipennis es una de las especies de tucura mas caracteristica y perjudicial de Argentina,
principalmente en zonas de la regiébn pampeana y la Patagonia. En afios de explosiones poblacionales esta
especie ocasiona importantes dafios en pastizales naturales, pasturas implantadas y en diversos cultivos.
Considerando esto, el objetivo principal de este estudio fue estimar la pérdida de forraje ocasionada por dife-
rentes densidades de D. maculipennis en el estado adulto, sobre una pastura de valor forrajero como Festuca
arundinacea, en condiciones de campo.

La experiencia se realizd en un campo del partido de Tandil, durante el mes de enero de 2016. Se utilizaron
jaulas donde se colocaron individuos adultos de D. maculipennis en una proporcion 1:1 de machos y hembras.
Se estim0 la pérdida de forraje ocasionada por tres densidades diferentes: 8 ind/m?, 16 ind/m? y 32 ind/m?. Se
realizaron tres réplicas por densidad ensayada y también se establecieron tres jaulas sin tucuras como control.

La biomasa cosechada al final de la experiencia en las jaulas control fue 337,8 + 7,5 g/m?, en las jaulas con
una densidad de 8 ind/m? fue de 262,9 + 11,8 g/m?, en aquellas con 16 ind/m? fue de 227,6 + 6 g/m?y en las
jaulas con 32 ind/m? fue de 154,6 £ 9,9 g/m?. Las tres densidades utilizadas ocasionaron una disminucién
significativa en la biomasa de F. arundinacea respecto del control (p<0,0001). Asimismo, la biomasa vegetal
cosechada en las jaulas con la mayor densidad de tucuras fue significativamente menor a la obtenida en las
jaulas con las otras dos densidades (p <0,05). En promedio un individuo por dia ocasion6 una pérdida de
forraje de 0,236 + 0,02 g.

A partir de los resultados obtenidos, se puede inferir que 8 ind/m? producirian una pérdida de forraje de 749 kg/ha.
Con 16 ind/m? la pérdida seria de 1107,4 kg/ha y con 32 ind/m? la pérdida seria de 1873 kg/ha. Esta ultima
densidad ocasionaria una disminucion del 55% de la biomasa de la pastura en el lapso de un mes.

Palabras clave: tucura plaga, Melanoplinae, pérdida de forraje, pasturas, densidad, regién pampeana.
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ABSTRACT

The grasshopper Dichroplus maculipennis is considered one of the most characteristic and damaging species of Ar-
gentina, mainly in areas of Pampas and Patagonia regions. In outbreak years, this species causes serious damage to
grasslands as well as to implanted pastures and various crops. Considering this, the main goal of this study was to estimate
the loss of forage caused by different densities of D. maculipennis in adulthood on a pasture of forage value as Festuca
arundinacea, under field conditions.

The experience was conducted in a field of Tandil County, during January 2016. Adult individuals of D. maculipennis
were placed in cages in a sex ratio 1:1. Forage loss caused by three different densities was estimated with 8 ind/m?, 16 ind/
m?2 and 32 ind/m2. Three replicates were performed for each assayed density; also three cages were established without
grasshoppers as control. The harvested biomass at the end of the experiment in control cages was 337,8 + 7,5 g/m?, in
cages with a density of 8 ind/m? was 262,9 + 11,8 g/m?, those with 16 ind / m?> was 227,6 + 6 g / m? and in cages with 32
ind/m? was 154,6 + 9,9 g/m>?. The three densities caused a significant decrease in the biomass of F. arundinacea respect
to the control (p <0,0001). Plant biomass harvested from cages with the highest density of grasshoppers was significantly
lower than that obtained from cages with the other two densities (p <0,05). One insect per day caused a forage loss of 0,02
+ 0,236 g/m?, on average.

From the results, it can be inferred that a density of 8 ind/m? would produce a forage loss of 749 kg/ha, 16 ind/m?would
produce a forage loss of 1107,4 kg/ha, and with 32 ind/m? the loss would be 1873 kg/ha. The latter would cause a decrease
of 55% of the biomass of pasture in one month.

Keywords: grasshopper pest, Melanoplinae, forage loss, pastures, Pampas region.

INTRODUCCION y Sanchez, 1992; Onsager, 2000; Branson, 2008). A altas
densidades pueden destruir plantas enteras o grandes por-
ciones de ellas, produciendo una disminucion en la super-
ficie fotosintética, inhibiendo la reproduccion vegetativa y
disminuyendo las reservas radiculares (Hewitt y Onsager,
1983). En diversos estudios se ha estimado la pérdida de
forraje ocasionada por diferentes especies de tucuras, de-
terminandose que la cantidad de forraje consumido por los
individuos se incrementa con los estados de desarrollo del

insecto, siendo en el estado adulto cuando ocasionan la

Las tucuras se encuentran entre los principales consumi-
dores primarios de la vegetacion en los pastizales (Hewitt
y Onsager, 1983; O'Neill et al., 2003) y han desarrollado
diversas estrategias para particionar el recurso alimentario
(Gangwere et al., 1989), incluyendo la escasa superposi-
cién de los ciclos de vida, la preferencia de microhabitats,
la especializacion en las dietas, la periodicidad en la ali-
mentacion y la utilizacion temporal del recurso alimentario
(Lockwood et al., 1996). En muchas situaciones son con-

siderados insectos perjudiciales dado que compiten con
el ganado por el forraje disponible y también consumen
y destruyen diversos cultivos (Hewitt, 1977; De Wysiecki

mayor pérdida (Putnam, 1962; Hewitt et al., 1976; Hewitt,
1978; Sanchez y de Wysiecki, 1990; Bulacio et al., 2005;
Torrusio et al., 2009; Mariottini et al., 2011a, entre otros).

jo - = |5
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Figura 1. Individuos adultos de Dichroplus maculipennis en plantas de soja. Diciembre de 2009, Benito Juarez, provincia de Buenos Aires.

MARIOTTINI, Y.; DE WYSIECKI, M.L.; LANGE, C.E.
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Figura 2. Individuos adultos de Dichroplus maculipennis en plantas de Maiz. Diciembre de 2009, Benito Juarez, provincia de Buenos Aires.

Ademas, estas investigaciones permiten tener una aproxi-
macion de las pérdidas econdémicas y de la disminucion de
la productividad de un pastizal (De Wysiecki y Sanchez.,
1992; Onsager, 2000; Branson et al., 2006).

Dichroplus maculipennis es una de las especies de tucu-
ras mas perjudiciales de Argentina, principalmente en zo-
nas de la region pampeana y la Patagonia (Cigliano et al.,
1995; Lange et al., 2005; Mariottini et al., 2012). En nuestro
pais se distribuye en un tridngulo que se extiende desde
Buenos Aires y Entre Rios hasta el sur de San Juan, en el
norte, y hasta Santa Cruz en la Patagonia (COPR, 1982;
Carbonell et al., 2006). Es una especie polifaga con dia-
pausa embrionaria obligatoria (Mariottini et al., 2011a,b).
La ultima explosion poblacional (“outbreak”) de esta espe-
cie registrada en la regién pampeana comenzé a fines de
2008 y se mantuvo hasta 2010, abarcando una superficie
aproximada de 2.500.000 hectareas en el centro y sur de
la provincia de Buenos Aires. En algunos sitios, la densidad
de D. maculipennis alcanzé 75 ind/m?, fenébmeno que oca-
siono importantes dafios en pastizales naturales, pasturas
implantadas y en diversos cultivos (maiz, soja, girasol, al-
falfa, cebada, sorgo, entre otros) determinando pérdidas
econdmicas de gran magnitud para productores agricolas y
ganaderos de la zona (Mariottini et al., 2012) (figuras 1y 2).

La pérdida de forraje debido a la accion de las tucuras
es funcion de una variedad de factores entre los que se
destacan: las especies involucradas, la densidad de sus
poblaciones, las tasas de consumo y el promedio de lon-
gevidad de los individuos (Hewitt y Onsager, 1983). La es-
timacion de la pérdida de forraje que ocasiona una deter-
minada especie de tucura constituye un dato esencial a la
hora de decidir acerca de la necesidad o la justificacion de
implementar alguna medida de control de estos insectos
(Wewetzer et al., 1993).

Festuca arundinacea es la graminea forrajera perenne
mas importante de las pasturas cultivadas de la region
central y sur de la Argentina. Las pasturas perennes que
incluyen F. arundinacea son utilizadas para la produccion
sostenible de carne y leche y estan ampliamente distribui-
das en toda la region pampeana (Mifién, 2013).

Considerando el valor forrajero de esta graminea, el
objetivo de este estudio fue evaluar la pérdida de forraje

ocasionada por diferentes densidades de D. maculipennis
en el estado adulto, en una pastura de F. arundinacea, en
condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizdé en un campo ubicado en el parti-
do de Tandil (37°12’ 27.39”S, 59° 17’ 22.53”0), sobre una
pastura de Festuca arundinacea, que al momento de co-
menzar el estudio se encontraba en estado de floracion,
con una altura promedio de las plantas entre 25 y 30 cm.
Esta especie tiene crecimiento otofio-invierno-primaveral y
se encuentra adaptada a diferentes tipos de suelos, aun a
aquellos con limitaciones para el crecimiento de otras es-
pecies templadas (Insua et al., 2013; Bazzigalupi y Bertin,
2014). La experiencia se llevo a cabo durante un mes, des-
de el 5 de enero hasta el 5 de febrero de 2016. Se obtuvie-
ron los datos pluviométricos y de temperatura para la zona
de estudio. Por un lado, en enero de 2016 las precipitacio-
nes en la zona fueron de 184,52 mm, el doble del valor pro-
medio para este mes, que es de 91 mm. Por otro lado, la
temperatura también fue mayor, la temperatura promedio
en enero del corriente afio fue de 20,9 °C con una minima
promedio de 13,9 °C y una maxima promedio de 29,3 °C,
la temperatura promedio para la zona durante este mes fue
20,8 °C, con una minima promedio de 12,8 °C y una maxi-
ma promedio de 28,9 °C (http://www7.ncdc.noaa.gov/).

Con el objetivo de estimar la pérdida de forraje (consumo
+ tasa de destruccion) ocasionada por diferentes densi-
dades de D. maculipennis se instalaron en el sitio de es-
tudio 12 jaulas de aluminio y alambre tejido de 50 cm x
50 cm x 70 cm de alto (0,25 m?) siguiendo la metodologia
de estudios a campo descripta por Wewetzer et al. (1993)
(figura 3). Dentro de cada una de las jaulas se colocaron
individuos machos y hembras recién mudados a adultos,
en una relaciéon 1:1 (Torrusio et al., 2009). Se utilizaron 3
densidades diferentes: 8 ind/m?, 16 ind/m?y 32 ind/m?. Pro-
porcionalmente, en cada jaula se colocaron 2, 4 y 8 indivi-
duos. Se realizaron tres réplicas por densidad ensayada,
y también se establecieron 3 jaulas sin tucuras (0 ind/m?)
como control.

El ensayo fue controlado diariamente para asegurar la
presencia de todos los individuos en cada una de las jau-
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Figura 3. Jaulas de aluminio utilizadas en la experiencia.

las. Para estimar la biomasa vegetal inicial de la pastura
se tomaron 5 muestras cosechando la vegetacién presen-
te en 0,25 m2.

Finalizada la experiencia, se cosechd la biomasa vegetal
presente en cada una de las jaulas. Todo el material cose-
chado se llevo a laboratorio para su procesamiento y se seco
en estufa a 70 °C hasta peso constante, posteriormente se
peso en balanza de precision de 0,001 g. La pérdida de fo-
rraje se estimé considerando la biomasa vegetal final cose-
chada en las jaulas con tucuras respecto a las jaulas control.
Se realizé un andlisis de la varianza unifactorial (ANOVA)
para comparar la biomasa final colectada dentro de cada
una de las jaulas con diferentes densidades (tratamientos)
y las jaulas control, posteriormente se aplico el test de Dun-

400

can. También se comparé la biomasa final en relacién con
la biomasa inicial de la pastura en las jaulas control y en las
jaulas con las diferentes densidades, en cada uno de los
casos se aplicé un test de T con la correccién de Satterwait.
Se utiliz6 el software InfoStat version 2014.

La pérdida de forraje realizada por individuo se estimé di-
vidiendo la pérdida de forraje ocurrida en cada una de las
jaulas por el numero de individuos presentes, posteriormen-
te se realizd un promedio. Los valores obtenidos de pérdida
de forraje para cada una de las densidades ensayadas indi-
cados en gramos/m? también se expresaron en kg/ha.

RESULTADOS

La biomasa de F. arundinacea cosechada al inicio del
estudio fue de 68, 21 £ 5,5 g/m?, y la cosechada al final de
este fue, en las jaulas sin tucuras (control) de 337,8 + 7,5 g/m?,
y en las jaulas con tucuras de 262,9 + 11,8 g/m?para una
densidad de 8 ind/m?, de 227,6 + 6 g/m? en las jaulas con
16 ind/m?y de 154,6 + 9,9 g/m?en las jaulas con 32 ind/m?.
Comparando estos valores, se registré un aumento signi-
ficativo (T-test p<0,0001), entre la biomasa inicial y la ob-
tenida al final de la experiencia, tanto en las jaulas control
como en las jaulas con presencia de tucuras.

La diferencia observada en los valores de biomasa final
de F. arundinacea entre el control y las jaulas con tucuras
(figura 4) fue significativa (tabla 1). Las tres densidades de
D. maculipennis ensayadas disminuyeron significativamen-
te la biomasa de F. arundinacea con respecto al tratamiento
control (Duncan p<0,05). La biomasa vegetal en las jaulas
con la mayor densidad de tucuras fue significativamente
menor a la de las jaulas con las otras dos densidades (Dun-
can p<0,05). Si bien la biomasa final de F. arundinacea en
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Figura 4. Valor promedio (+ ES) de la biomasa final de Festuca arundinacea (g/m?) en las jaulas control (sin tucuras) y en las jaulas con

las tres densidades de Dichroplus maculipennis ensayadas.
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las jaulas con una densidad de 16 ind/m? fue menor a la
registrada para una densidad de 8 ind/m?, esta diferencia
no fue significativa. La pérdida de forraje ocasionada por
8 ind/m? fue de 74,9 = 9,63 g/m?, por 16 ind/m? fue de 110,2
+ 4,93 g/m? y por 32 ind/m? de 183,16 + 8,09 g/m2. En pro-
medio un individuo por dia ocasion6 una pérdida de forraje
de 0,236 + 0,02 g.

DISCUSION

Durante el desarrollo de esta experiencia la pastura den-
tro de las jaulas control (sin tucuras) aument6 aproxima-
damente cinco veces su biomasa. Este incremento signifi-
cativo fue en parte debido a la ausencia de tucuras ya que
la biomasa de F. arundinacea aument6 dos veces en las
jaulas con una densidad de 32 ind/m?, y también por las
condiciones hidricas y de temperatura favorables ocurridas
durante el mes en el que se llevé adelante la experiencia.

Diversas especies de plantas tienen la capacidad de
compensar la herbivoria a través de un aumento en su pro-
ductividad, lo cual depende de varios factores, entre los
que se destacan la condicién de la planta, la disponibili-
dad de nutrientes y agua y la frecuencia e intensidad de
la herbivoria (McNaughton, 1983; Scowalter, 2011). Esta
situacion podria explicar la ausencia de una diferencia sig-
nificativa entre la biomasa final cosechada en las jaulas con 8
ind/m? y la cosechada en las jaulas con densidad de 16 ind/m?.
Thompson y Garner (1996) estimaron que Aulocara ellioti,
una de las especies de tucuras mas perjudiciales en pas-
tizales de EE. UU., no disminuye significativamente la bio-
masa vegetal de Bouteloa gracilis cuando el consumo se
realiza en primavera, a comienzos de la estacion de cre-
cimiento, mientras que si provoca una disminucion en la
biomasa vegetal de esta especie cuando el consumo se
realiza mas avanzada la estacion de crecimiento. Belovsky
(2000) estudié durante seis afios el consumo realizado por
una comunidad de tucuras sobre pastizales naturales en
Montana (EE. UU.) y estim6 que una comunidad de tucuras
con una densidad de 21,5 ind/m? produjo un incremento
en la productividad primaria del sistema entre un 19,6%
a un 20,9%, bajo condiciones climaticas favorables para
el crecimiento de la vegetaciéon. Sin embargo, a partir de
densidades superiores a los 37,4 ind/m?la productividad
primaria del sistema disminuyd. Asimismo, el autor sefialo
gue estas estimaciones cambiaron con las precipitaciones
debido a que en condiciones de sequia disminuy6 la pro-
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ductividad primaria del pastizal. En este sentido, si el cul-
tivo o la pastura se encuentran en una situacion de estrés
debido a un déficit hidrico, el dafio ocasionado por una alta
densidad de tucuras puede intensificarse. Gage y Mukerji
(1978) indicaron que el dafo ocasionado puede ser aun
mayor si existe simultaneidad entre el nacimiento de las
tucuras y la emergencia de la vegetacion.

La pérdida de forraje ocasionada por las tucuras incluye
el forraje consumido y el material que dejan caer cuando
se alimentan (Hewitt, 1978; Sanchez y De Wysiecki, 1990;
Mariottini et al., 2011a). Experiencias llevadas a cabo en
bioterio bajo condiciones controladas (temperatura: 30 °C;
fotoperido: 14L: 100) evidenciaron que D. maculipennis es
una especie que dejé caer material al alimentarse y que
la pérdida de forraje aumenté desde el vi estadio hasta el
adulto reproductivo, representando el material que dejan
caer al alimentarse, en promedio, 1,71% (Mariottini et al.,
2011a). Sanchéz y De Wysiecki (1990), en un estudio reali-
zado en condiciones semicontroladas en un pastizal de La
Pampa con Dichroplus pratensis, estimaron que un 30% de
la pérdida de forraje ocasionada correspondia al material
que las tucuras dejaban caer al alimentarse.

Trabajos realizados en nuestro pais con otras especies
de tucuras consideradas plagas del agro como Dichroplus
elongatus, D. pratensis, Aleuas linneatus y Rammathoce-
rus pictus (Sanchez y de Wysiecki, 1990; Bulacio et al.,
2005; Genovesio et al., 2011) aportaron informacion valio-
sa sobre la pérdida de forraje por diferentes estadios de
desarrollo de cada una de estas especies en diversos tipos
de vegetacion (tabla 2).

Comparando los resultados de este estudio con los obte-
nidos bajo condiciones controladas (temperatura: 30 °C foto-
periodo: 14L: 100) (Mariottini et al., 2011a), para D. maculi-
pennis, la pérdida de forraje promedio por individuo resultd
ser superior a la registrada para los mismos estadios de
desarrollo bajo condiciones controladas, donde la pérdida
de forraje promedio fue de 0,029 £ 0,0064 g/dia (tabla 2).
Igual situacion ocurre con D. elongatus, ya que los resulta-
dos obtenidos por Bulacio et al. (2005) y Genovesio et al.
(2011) sobre la pérdida de forraje ocasionada por ninfas y
adultos de esta especie en condiciones semicontroladas
son mayores a los valores de consumo estimados por Ma-
riottini et al. (2011) en laboratorio en condiciones controla-
das (tabla 2). Misra y Putnan (1966) registraron la misma
tendencia al comparar el consumo en laboratorio y en cam-

Sumatoria de los cuadrados

- gl Media cuadratica F p-valor
Tipo |
Modelo 51445,83 17148,61 60,18 <0,0001
Densidad 51445,83 17148,61 60,18 <0,0001
Error 2279,82 284,98
Total 53725,65 11

Tabla 1. ANOVA de una via de las tres densidades de Dichroplus maculipennis ensayadas y las jaulas control (sin tucuras).
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_ SED e Condiciones de S5l Pérdida de forraje Dafio estimado .
Acrididae desarrollo y . vegetal . p ; Cita
la experiencia . estimada (g/dia) por densidad
Sexo ofrecida
Melanoplinae
M. sativa:
Ninfas menores:
0,0758
Ninfas mayores:
0,138
Semicontroladas Hembras: 0,262 Para una
) en invernaculo,  pedicago sativa Machos: 0,151 poblacién de  Bulacio et
Ninfas y adultos se ofrecieron - - 10 ind/m? 1332 al. 2005
raciones de Sorghum bicolor S. bicolor: kgha g
alimento. Ninfas menores:
0,0098
Ninfas mayores:
0,0215
Hembras: 0,0939
Dichroplus Machos: 0,0584
elongatus
Ninfas de 1V: 0,0130
En bioterio bajo Ninfas de V: 0,0213 Mariottini
Ninfas y adultos condiciones Bromus brevis ~ Hembras: PR, 0,031; _ etal.,
controladas R, 0,019 2011
(30 °C; 14L: 100).
Machos: PR, 0,0204;
R, 0,0129
M. sativa:
Semicontroladas Hembras: 0,302
en invern_é\culo, Zea mays Machos: 0,233 Genovesio
Adultos se ofrecieron - - _ etal,
raciones de Medicago sativa Z. maiz: 2011
alimento. Hembras: 0,208
Machos: 0,154
Ninfas de 1V: 0,0099
En bioterio bajo Ninfas de V: 0,0180
Dichroplus exilis  Ninfas y adultos condiciones Bromus brevis Hembras: PR, 0,0281; _ Bardi et
controladas R, 0,0131. al., 2011
(30 °C;14L:100).
Machos: PR, 0,0168;
R, 0,00771
Ninfas de V: 0,0245
En bioterio bajo Ninfas de VI: 0,0342 Mariottini
Dichroplus Ninfas y adultos condiciones Bromus brevis ~Hembras: PR, 0,0487; _ etal,
maculipennis controladas R, 0,0184. 2011
(30 °C;14L:100).
Machos: PR, 0,0323;
R, 0,0117
Para una
En jaulas Diferentes p202b I;Trll?jr/]rgf Sanchez
chhropl_us Ninfas y adultos €n campo, espgmes de Ninfas de V: 0,0038 desde IV hasta y I?e .
pratensis con raciones gramineas del Adulto se estimé Wysiecki
ofrecidas. pastizal natural una pérdida de 1990
274,32 kg/ha
Melanoplus Agropyron . 1 ind/m? Hewitt
infantilis Adultos Jaulas en campo smithii Adultos: 0,035 22 kg/ha 1978

Gomphocerinae
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i SED e Condiciones de S5l Pérdida de forraje Dafio estimado .
Acrididae desarrollo y . vegetal . p ; Cita
la experiencia . estimada (g/dia) por densidad
sexo ofrecida
Melanoplinae
e Stipa comata ;
Ninfas y adultos ~ Condiciones de Individuo: 0,0345 - Hewitt et
campo Gramineas sp al., 1976
Aulocara ellioti SemicontrcﬂadaS, Ninfas IV 0’0179
Ninfas v adultos se ofrecieron ) . ] Hewitt
y raciones de Ninfas V: 0,0398 - 1978
alimento.
Adultos: 0,0609
M. sativa:
) Hembras: 0,087
Semicontroladas
Amblitropidia en mvern_aculo, Medicago sativa Machos: 0,147 Genovesio
australis Adultos se ofrecieron - _ etal,
raciones de Zea mays Z. maiz: 2011
alimento.
Hembras: 0,728
Machos: 0,229
M. sativa:
) Hembras: 0,237
Semicontroladas
Dichromorpha en invernaculo,  Medicago sativa Machos: 0,097 Genovesio
australis Adultos se qfremeron - _ etal.,
raciones de Zea mays Z. maiz: 2011
alimento.
Hembras: 0,401
Machos: 0,217
M. sativa:
Ninfas menores:
0,0627
Ninfas mayores:
0,0920
Medicago sativa Hembras: 0,157
Semicontroladas Para una
en invernaculo, Machos: 0,127 poblacién de )
Orphulella . . ! N Bulacio et
unctacta Ninfas y adultos se ofrecieron - - ] 10 ind/m al. 2005
p raciones de Sorghum bicolor S. bicolor: 1184,00 kg/ha i’
alimento. Ninfas menores:
0,0227
Ninfas mayores:
0,0634
Hembras: 0,135
Machos: 0,0761
M.sativa
Semicontroladas Hembras: 0,074
Rhammatocerus en invernaculo, Genovesio
ictus Adultos se ofrecieron Zea mays Machos: 0,064 _ etal.,
P raciones de 2011
alimento. Medicago sativa Z. maiz:

Hembras: 1,390

Machos: 0,483




Abril 2018, Argentina

. 25EEDCE Condiciones de =R Pérdida de forraje Dafio estimado .
Acrididae desarrollo y . vegetal : . . Cita
la experiencia . estimada (g/dia) por densidad
sexo ofrecida
Melanoplinae
Copiocerinae
Zea mays M. sativa:
Semicontroladas Hembras: 0,190
en invernaculo,  pMedicago sativa Machos: 0,086 Genovesio
Aleuas linneatus Adultos se ofrecieron - _ etal,
raciones de Z. maiz 2011
alimento. Hembras: 0,616
Machos: 0,331
Oedipodinae
Camnula Condiciones de . . 1 ind/m? Putnam
pellucida Adultos campo Poa pratensis Adultos: 0,095 11,47 kg/ha 1962

Tabla 2. Estimacion del consumo y pérdida de forraje realizada por diferentes especies de tucuras en condiciones de campo y de labo-
ratorio. PR: individuos en estado prereproductivo, r: individuos en estado reproductivo, ninfas menores: Estadios -1 y i, ninfas mayores:

estadios v-v.

po de Cammula pellucida, estimando una pérdida diaria de
0,0387 g por adulto en condiciones de laboratorio y 0,0961
g por adulto en condiciones de campo. En relacion con
esto, Chapman et al. (1990) sefalan que en las tucuras
los requerimientos nutricionales en cantidad y calidad del
alimento varian segun distintos factores entre los que men-
cionan: el estado de desarrollo, el estatus reproductivo y el
comportamiento del insecto.

Como fuera mencionado en la introduccion, la densidad
de las poblaciones, las especies involucradas, las tasas de
consumo y el promedio de longevidad de los individuos son
factores centrales en la pérdida de forraje generada por la
accion de las tucuras (Hewitt y Onsager, 1983). Torrusio et
al. (2005) realizaron un ensayo de consumo de D. elongatus
sobre cultivos de soja en el partido de Benito Juarez, provincia
de Buenos Aires y determinaron que las dos densidades en-
sayadas (20 y 40 ind/m?) afectaron significativamente el ren-
dimiento final del cultivo, tanto en la soja de primera como en
la de segunda, en siembra directa, asi como el numero pro-
medio de chauchas y granos por planta. Estudios realizados
en un pastizal natural de La Pampa, determinaron que una
poblacién de D. pratensis con una densidad de 22 tucuras/m’,
removio 274,32 kg/ha de la biomasa vegetal, lo cual represen-
t6 el 4,8% de la productividad primaria aérea (de Wysiecki y
Sanchez, 1992). Bulacio et al. (2005) estimaron pérdidas en
rendimiento de 1002 kg/ha de alfalfa y 330 kg/ha para sorgo,
considerando una densidad de 10 ind/m? de D. elongatus (ta-
bla 2). A partir de los resultados obtenidos en este estudio se
puede inferir que 8 ind/m? producirian una pérdida de forraje
de 749 kg/ha. Con 16 ind/m? la pérdida seria de 1107,4 kg/ha
y con 32 ind/m? la pérdida seria de 1873 kg/ha. Esta ultima
densidad ocasionaria una disminucion del 55% de la biomasa
de la pastura en el lapso de un mes.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta expe-
riencia, las tres densidades ensayadas afectaron significa-
tivamente el rendimiento de la pastura. Dichroplus macu-
lipennis es una especie caracteristica de los pastizales en
Argentina, principalmente en zonas de la Patagonia y la
region pampeana donde sus explosiones poblacionales o
“outbreaks” constituyen un fenémeno recurrente, y si bien
es una de las tucuras mas perjudiciales para el agro, hasta el
presente no se disponia de informacion de la pérdida de fo-
rraje ocasionada por esta especie en condiciones de campo.
Consideramos que esta informacién es relevante a la hora
de establecer un plan de manejo racional de estos insectos.
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Tolerancia a las heladas por
superenfriamiento en cultivares

de nogal (Juglans regia) y almendro
(Prunus amygdalus)

RODRIGUEZ, A.}; BENITEZ PICCINI, E.}; MUNOZ, A.

RESUMEN

El nogal y el almendro son cultivados en los valles irrigados de Patagonia norte. El dafio por heladas es el
estrés ambiental mas importante que afecta la productividad de estos cultivos. El periodo de riesgo por hela-
das se extiende desde el otofio hasta finales de primavera (abril a octubre). Las plantas pueden evitar el dafio
por congelamiento al prevenir la formacion de hielo extracelular bajando la temperatura de congelamiento (su-
perenfriamiento). Nuestros objetivos fueron: 1) evaluar los cambios en el grado de resistencia antes y durante
el invierno en segmentos de tallos de un afio de edad de nogales (cv Chandler y Franquette) y 2) determinar
los umbrales de superenfriamiento en flores de almendro (cv Guara, Ferragnes y Farraduel). Para el estudio
se comparo el analisis térmico y la evaluacion del tejido sano después del enfriamiento controlado, basado en
el amarronamiento del tejido dafiado. Nuestras observaciones y resultados indican que para nogal el grado
de tolerancia a las heladas depende de la historia climatica previa. Durante fines de verano y otofio el valor de
temperatura de nucleacion del hielo (TNH) es de -5 °C, alcanzando la LT50 a -7,7 °C y 100% de dafio con tem-
peraturas minimas de -10 °C por mas de una hora. En pleno reposo invernal la TNH es de -6,5 °C y se llega al
25% de dafio con temperaturas minimas de -15 °C. La desaclimatizacion inducida disminuye la tolerancia del
tejido (TNH de -5,6 a -4,6 °C) y aumenta la variabilidad de respuesta a las bajas temperaturas, con heladas
de -8 °C el grado de dafio puede ser del 10 al 50% y con -15 °C de 25 al 100%. En madera joven de nogal,
la concentracion de azucares solubles es el principal indicador y regulador fisiologico de la tolerancia a las
heladas. Las flores de almendro tienen un TNH de -1,7° a -2,5 °C. La exposicién por mas de una hora a estas
temperaturas provoca la muerte del 45% de los 6rganos. Si el periodo prefloracién es fresco, el grado de des-
aclimatacion es menor, los valores de TNH disminuyen a -3,8 °C otorgandole mayor tolerancia a las heladas.

Palabras clave: desaclimatacién, madera de nogal, flores de almendro.

ABSTRACT

Walnuts and almond grown in irrigation valley of Patagonia. The freezing damage is one of the most import-
ant environmental stresses that affect productivity. The periods of frost risk is from autumn to late spring (April
to October). Plants can avoid freezing damage by preventing extracellular ice formation below the equilibrium
freezing temperature (supercooling). The objectives were to: 1) evaluate changes in the degree of hardening
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before and during winter in walnuts stem segments of one-year-old (cv Chandler y Franquette); 2) determine
the threshold for supercooling of almond blossom (cv Guara, Ferragnes y Farraduel). To study were compared
thermal analysis and the evaluation of tissue health after controlled freezing, based on tissue browning. Our
observations and results indicate that the degree of walnut frost tolerance depends on the previous climate
history. During late summer and autumn the value TNH is -5°C, reaching the LT50 to -7.7°C and 100% dam-
age with minimum temperatures of -10°C for more than an hour. In the winter rest TNH is -6.5°C and reaches
25% damage with minimum temperatures of -15°C. The desaclimatizacién induced decreases tissue tolerance
(TNH -4.6°C to -5.6°C) and increases variability in response to low temperatures, with frost -8°C the degree
of damage can be from 10 to 50% and -15°C of 25 to 100%. Young walnut wood, the concentration of soluble
sugars is the main indicator and physiological regulator of frost tolerance. Almond flowers have TNH of -1.7°C
to -2.5°C. Exposure for more than an hour at these temperatures causes the death of 45% of the organs. If
the pre-flowering period is fresh, the degree of desaclimation is lower, TNH values decrease -3.8°C giving it

greater tolerance to frost.

Keywords: deacclimation, walnut stem, almond flowers.

INTRODUCCION
Produccién de nogales y almendros

En la Patagonia argentina el cultivo de nogales (Juglans
regia) y almendros (Prunus amygdalus) se concentra en
los valles irrigados de las provincias de Rio Negro y Neu-
quén. Actualmente la superficie plantada de nogales es de
1.580 hectareas, principalmente desarrollada en Valle Infe-
rior, Valle Medio y Alto Valle (lannamico, 2009; lannamico,
2015a). En lo que respecta al cultivo de almendros, existen
230 ha principalmente en Alto Valle. Los dos cultivos se
adaptan a las condiciones climaticas de la region (semide-
sértica), siendo el factor de mayor riesgo las heladas. Para
los nogales tienen mayor relevancia las heladas otofales
(marzo-abril) que afectan a plantas jovenes y a la madera
joven de plantas adultas. Las heladas tardias o primave-
rales (agosto-septiembre-octubre) son mas preocupantes
para el cultivo de almendro, dado que afectan la floracién
(lannamico, 2015b).

Caracterizacion de heladas

Los valles patagonicos se caracterizan por estar en un
clima semidesértico con un periodo libre de heladas de 180
a 210 dias. El periodo con heladas se extiende desde la
primera quincena de abril hasta primera quincena de octu-
bre. La frecuencia anual media de heladas en el valle irriga-
do de Rio Negro es de 67,5 dias. El 12% del total de las he-
ladas anuales corresponde a las tardias. Estas, durante los
meses de agosto, septiembre y octubre, son mucho menos
frecuentes que las invernales y otofales, pero de mayor
interés agrondémico dada la mayor susceptibilidad de los

tejidos, afectando flores y frutos en el caso de almendros
y el desarrollo de brotes y yemas que portan las flores pis-
tiladas en nogal. Si bien la frecuencia de heladas otofiales
es menor al 4% entre marzo y abril, pueden provocar serios
dafos en tejidos jovenes que aun no han agostado. La in-
tensidad y duracion de las heladas es variable, registran-
dose temperaturas minimas absolutas de hasta -13 °C en
el trimestre invernal y de -8 °C en el periodo primaveral con
una durabilidad variable, pero que puede en algunos casos
superar 7 horas (Rodriguez y Mufioz, 2006). La duracion
de un evento de helada contempla el nimero de horas en
que la temperatura del aire esta por debajo de los 0 °C. Los
dafios fisicos y econémicos son muy importantes, disminu-
yendo notablemente el rendimiento potencial y retardando
la entrada en produccion de cultivos jovenes.

Caracteristicas ecofisiolégicas de las especies a las
bajas temperaturas

En los vegetales existe mas de un mecanismo para tole-
rar las bajas temperaturas y evitar el dafio por congelamien-
to; pueden sobrevivir a temperaturas de congelamiento evi-
tando o tolerando la formacion de hielo extracelular (Levitt,
1978). Los arboles frutales de hoja caduca presentan este
tipo de estrategias evitando en un primer momento la for-
macion de hielo extracelular a través del superenfriamiento
y posteriormente tolerando ese congelamiento con el inicio
del proceso de deshidratacion celular (Aslani Aslamarz et
al., 2010; Meng et al., 2007; Mathers, 2004). Los umbra-
les para cada especie y variedad son diferentes y ademas
cada tejido se comporta de manera especifica (Proebsting
y Mills, 1978; Ashworth y Wisniewski, 1991). El objetivo de
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nuestro trabajo es evaluar el comportamiento de la madera
joven de nogal a las heladas ante diferentes condiciones
fisiologicas de aclimatacion y en almendros determinar el
punto critico de dafio por temperaturas subcero en el esta-
do de plena floracion para distintas variedades.

MATERIALES Y METODOS

Para la simulacion de heladas se utilizdé un prototipo de
enfriamiento controlado (Rodriguez et al., 2012) el cual
consiste en moédulos termoeléctricos (celdas peltier 12V-
63 watts) para enfriar un recipiente de metal (camara)
aislado térmicamente. El conjunto incluye un disipador de
calor y se encuentra alojado dentro de un refrigerador que
debe mantenerse a temperatura estable. La precision de
las mediciones fue de £0,1 °C, a un valor de temperatura
de 0 °C, con un error fijo y por lo tanto compensable, de
aproximadamente 0,15 °C. El registro térmico se realizo
de forma individual para cada muestra (tallo o flor) con
24 termocuplas tipo T de cobre-costantan de 1 mm de
diametro, instaladas a un data logger DLZe (Delta T De-
vices). En los tallos se realiz6 una pequefia perforacion
lateral para colocar la termocupla y en la flor se coloco
dentro del caliz. La tasa de enfriamiento fue de 2 a 3 °C
h' desde los 0 °C hasta llegar a la temperatura minima
preestablecida para cada tejido. El almendro (Prunus
amygdalus L.) se evalué durante septiembre del afio 2011
y 2013 con temperaturas minimas de -2,7 °C y -4 °C.
Las flores de almendro permanecieron por treinta minu-
tos a esa temperatura. En cuanto a la madera de nogal
se trabaj6é con temperaturas minimas de -5 °C a -15 °C;
el lapso de exposicion fue de una hora; excepto en las
heladas simuladas en julio que tuvieron una duracion de
4 horas. Las curvas de enfriamiento fueron expresadas
como temperatura en funcién del tiempo en horas. Las
muestras retiradas de la cAmara de enfriamiento se deja-
ron 24 horas a temperatura ambiente (20° a 22 °C) con un
100% de humedad relativa. Después de cada simulacion
se determind el dafio producido en los tejidos a través
de la técnica de observacion visual por amarronamiento
utilizando una lupa (Nikon 10X/21). Para esto se utiliza-
ron cortes transversales de las muestras de madera. En
cuanto a las flores se las observo enteras para identificar
muerte total del gineceo y posteriormente se realizd un
corte longitudinal de este. La muerte celular puede tener
lugar después de una fase de superenfriamiento y poste-
rior formacién de cristales de hielo. La temperatura a la
cual ocurre el congelamiento del agua es denominada de
nucleacion del hielo (TNH). Por un lado, esta se observo
a través de las curvas de enfriamiento por la ocurrencia
de un eventual incremento de la temperatura del tejido
debido al exotermo (pérdida de calor por el cambio de
estado del agua intercelular). Por otro lado, se determiné
en los tejidos el contenido de almiddn y azucares solubles
por el método descripto por Southgate (1991); la absor-
bancia fue medida a 600 nm en un espectrofotémetro (SP
1105, Spectrum, China). El contenido relativo de agua se
determind por diferencia entre peso seco y himedo de las
muestras. La temperatura letal media (LT50) se determino
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por interpolacion a través de una curva de respuesta a
diferentes valores de temperatura minima.

Se trabajé con almendro (Prunus amygdalus L.) culti-
vares Guara, Ferragnes y Farraduel en estado de plena
floracion. En nogal (Juglans regia L.) se evalu6 madera
joven de un afio de edad para las variedades Chandler y
Franquette. En este ultimo caso se evalué material aclima-
tado (otofho-invierno) y desaclimatado (verano-invierno).
En cuanto al material desaclimatado se evalu6 el compor-
tamiento de tejido en estado vegetativo (verano, principios
de marzo) y tejido aclimatado, por estar en estado de reposo
invernal, que fue desaclimatado artificialmente. Para modifi-
car el grado de aclimatacion del material en invierno se lo so-
metié a 120 horas (5 dias) a temperaturas de 18 °C. También
se evalu6 el comportamiento del nogal segun su lugar de
cultivo, Alto Valle-Allen (AV) y Valle Medio-L. Beltran (VM),
dos zonas ubicadas a 200 km de distancia. Las dos zonas
en estudio difieren en el régimen diario de temperaturas,
principalmente en los valores de minimas, y por ende exis-
ten diferencias en la acumulacion de frio y la acumulacion
de calor asociada al inicio del ciclo de crecimiento. Las va-
riables climaticas analizadas para el calculo del indice de
desaclimatacion en almendros pertenecen al registro de la
estacion meteoroldgica de la Estacién Experimental Alto
Valle del INTA (INTA EEA Alto Valle) (Allen, -39°01 Lat. Sur;
-67°66 Long. Oeste; 242 m s.n.m. El disefio del muestreo
fue completamente aleatorizado, con un n=12 y 2 repeti-
ciones por temporada de estudio. Los factores evaluados
fueron aclimatacion, variedad, origen (AV/VM). El material
se extrajo sobre un total de 20 arboles adultos, tanto en
nogal como en almendro. Para nogal se extrajeron ramas
de 30 centimetros de longitud. Los trozos sometidos al tra-
tamiento fueron de tres centimetros de longitud y se ob-
tuvieron de la parte media de cada rama. En el muestreo
de verano las ramas se colocaron en recipientes con agua
y los de invierno se mantuvieron en lugar fresco a 10 °C.
Para el caso de las flores, se extrajeron ramas de 15 centi-
metros de longitud para llevar las flores desde el campo
experimental al laboratorio. Luego se sacaron las flores
y se sometieron inmediatamente al experimento de frio.
Para el analisis estadistico se realizé una comparacion
de medias (ANAVA) con un subsecuente test de compa-
raciones multiples de Tukey con un umbral de significan-
cia del 5% (P=0,05).

RESULTADOS

Grado de resistencia antes y durante el invierno en
segmentos de tallos de nogal de un afio de edad

En madera joven de nogal variedades Chandler y Fran-
quette se observé amarronamiento, deshidratacion del te-
jido floematico y ruptura de la médula con temperaturas
minimas superiores a los -20 °C (figura 1). Con una tem-
peratura minima de -15 °C, las dos variedades en esta-
do aclimatado presentaron, en un 37,5% de las muestras,
amarronamiento del tejido. El dafio por heladas afect6 de
un 10 a un 20% de la superficie radial observada.
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Figura 1. A-dafio por helada en madera de nogal Chandler (1 afio de edad), B-seccion de madera sana.

La desaclimatizacion en invierno incremento el dano, afec-
tando del 10 al 50% de la superficie radial con temperaturas
minimas de -8 °C. Con temperaturas de -15 °C, en Chandler
la zona radial analizada fue afectada del 25 al 100% y en
Franquette entre 60 y 80%. En estado vegetativo (marzo)
Chandler, con temperaturas minimas de -7,7 °C presento el
50% del tejido necrosado y llegé al 100% de dafio con -10 °C
por mas de una hora. Para las dos variedades los valores
de TNH obtenidos fueron iguales para marzo y mayo, pero
disminuyeron en aproximadamente 1,5 °C en julio (tabla 1).
Estos resultados indican mayor sensibilidad del tejido en la
etapa de inicio de reposo invernal.

Como se observa en la tabla 1, no hubo diferencias sig-
nificativas en el contenido relativo de agua entre marzo y
julio. Por lo cual el incremento de mayo se debe a las inten-
sas lluvias ocurridas en el mes de abril (115 a 150 mm). Este
mayor contenido hidrico no mostré efecto significativo so-
bre el valor de TNH. El contenido de azucares solubles fue
variable en los tres momentos medidos, pero entre marzo
y julio se observé un incremento del 40% que se corres-
ponde con valores de TNH mas bajos (mayor tolerancia).
El contenido de almidén no presentd diferencias significa-
tivas entre los meses analizados, sin embargo existe una
aparente tendencia a la disminucion de marzo a julio (tejido
desaclimatado y aclimatado respectivamente). Los valores
de LT50 (temperatura letal media) variaron en funcién del
grado de desaclimatacion en el que se encuentre el tejido
(tabla 1y 2).

La desaclimatacion con tan solo 4 dias de temperatu-
ras de 18° C produjo un efecto significativo en la madera
joven de nogal tanto en la TNH, como en LT50 y el conte-

nido de azulcares solubles (tabla 2). En el material desa-
climatado la TNH fue mas alta por lo cual su tolerancia al
dafo fue menor que en el tejido aclimatado. Los valores de
TNH en tejido con desaclimatizacion forzada en julio, no
difieren significativamente de los obtenidos en las mues-
tras con desaclimatizacion natural y plena de marzo; los
valores medios fueron de -4,55+-0,43 y -5,22+-0,38 res-
pectivamente (test de Tukey a= 0,05). Del analisis del mes

Marzo Mayo Julio p-valor
AzUcares
solubles 31,0a 59,3 ¢ 52,0b 0,0001
(mg/g)
Almidon 5 83a 85a 0,25
(mg/g)
TNH (°C) -53b -48b -6,5a 0,0001
Contenido
relativo de 458 a 48,8 b 441 a 0,0001
agua (%)
LT50 (°C) -7,7 <-10 <-15

Tabla 1. Respuesta de la madera de nogal joven (Juglans regia
L.) a las heladas simuladas en estado vegetativo (marzo), inicio de
reposo invernal (mayo) y pleno reposo invernal (julio).

*TNH: temperatura de nucleacién de hielo. LT50: temperatura a
la cual muere el 50% de las muestras. Valores medios. Medias
con una letra comun no son significativamente diferentes (se lee
horizontal), Test de Tukey (a > 0,05).

Tolerancia a las heladas por superenfriamiento en cultivares de nogal (Juglans regia) y almendro (Prunus amygdalus)
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de julio se observo que el porcentaje de dafio fue de hasta
30% para la madera en estado aclimatado y de 25 a 100%
en el tejido desaclimatado (figura 2). Para las heladas de
mayor intensidad el tiempo entre el exotermo y la tempera-
tura minima fue de 1 a 2 horas mayor que en las de menor
intensidad. A modo de ejemplo se incorpora una grafica de
las curvas de descenso térmico y exotermo en madera de
nogal (figura 3). La velocidad de descenso térmico fue de
2,5°C/h (-8 °C) y 3,5 °C/h (-15 °C).

El contenido de azucares solubles disminuy6 al igual que
la resistencia al congelamiento (TNH mayor) cuando el te-
jido esta desaclimatado (tabla 2). En cuanto al contenido
hidrico del tejido no se observaron diferencias significativas
entre el estado aclimatado y desaclimatado.

En estado aclimatado (mayo y julio) las variedades
Chandler y Franquette difieren significativamente en TNH.
Franquette present6é un menor contenido de agua y valores
de TNH mas bajos (tabla 3). Esto deberia otorgarle mayor
capacidad de superenfriamiento y en consecuencia ma-
yor grado de tolerancia a las bajas temperaturas, pero en
nuestros ensayos no hemos encontrado diferencias signifi-
cativas en el grado de dafio.

De acuerdo a la zona de la cual provenia el material
de estudio, no se observaron diferencias significativas en
cuanto al grado de tolerancia a las heladas, pero si en el
contenido de azucares y almidon, VM presentd mayores
concentraciones de almidon y menor contenido de azuca-
res solubles que AV.

100,0 -
90,0

80,0 A
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desaclimatado aclimatado  p-valor

TNH AV -5,37+-0,72b -6,72+-0,26 a 0,033
TNH VM -4,77 +- 0,54b -6,18+-0,23a 0,008

LT50 -12 Menor a -15

Az. solubles AV 46,7+-1,79 a 54,0+-1,41b 0,0077

Az. solubles VM 36,9+-1,23 a 49,5+-1,65b 0,0001
Almidén AV 8,4+-0,28 a 7,3+-0,79 a 0,45
Almidén VM 13,8+-0,93 a 12,0+-0,80 a 0,22

Tabla 2. Valores de TNH (°C), azucares solubles (mg/g), almidén
(mg/g), LT50 (°C), para tejido aclimatado y desaclimatado (mes de
julio) para madera de 1 afio de edad de nogales (Juglans regia L)
de las zonas de Alto Valle (AV) y Valle Medio (VM).*

*valores medios y error estandar. Medias con una letra comun no
son significativamente diferentes (se lee horizontal), Test de Tukey
(a>0,05).

Umbrales de superenfriamiento en flores de almendro

En almendro (Prunus amygdalus L.) variedad Guara se
observo un comportamiento diferencial entre temporadas.
Para las heladas de mayor intensidad, -4 °C, en el 2011
se registré un 25% de dafio por congelamiento del ovario
(figura 6 A) y se alcanzé un TNH de -3,8 °C. En la segunda
temporada de estudio, las flores manifestaron exotermos
con valores de TNH de -2 °C a -2,5 °C, pero con tempera-
turas minimas de -2,7 °C; los dafios por congelamiento al-
canzaron el 45% de la poblacion muestra. El valor de TNH

70,0 1

60,0

50,0 2
40,0

30,0 A A

Tejido dafado (%)

20,0 1

10,0 A onja A AMAA

L A

-10,0 -« T T

-7,0 -8,0 -9,0 -10,0 -11,0

-12,0 -13,0 -14,0 -15,0 -16,0

Temperatura minima (°C)

®aclimatado:Julio  Adesaclimatado:Julio |

Figura 2. Porcentajes de dafio para madera de nogal de 1 afio de edad, mes de julio en estado desaclimatado y aclimatado. Rango

térmico evaluado -8 °C a -15 °C.
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Figura 3. Curvas de enfriamiento en madera de nogal de 1 afio de edad, variedad Chandler. Temperatura minima -15°C. T4, 3, 18, 11y
25 son termocuplas dentro de trozos madera.

4 dias previos a la helada (Rodriguez et al., 2014). El gra-

CemelEr  FEmeLEEE FREllEy do de desaclimatacién al momento de plena floracion fue
o TNHmz -5,2a -5,5a 0,61 diferente para cada temporada, siendo mayor en el 2013,
) lo que podria explicar los valores de TNH mas altos y el
g TNHj -4,6a -5,6a 0,24 mayor porcentaje de dafio en flores de almendro.
g agua mz 46,9b 43,7a 0,0079 Ferraduel y Ferragnes se evaluaron en septiembre del
o} 2013, el dia 13 y 20 respectivamente, con heladas de -2,7
Qa . i
agua | 48,0b 41,7a 0,0080 y -2,5 °C (figura 7). Los valores de TNH fueron de -1,7 °C
con un 45% de danio.
TNH m -4,0b -5,6a 0,0150
]
8 TNH j -6,0b -6,9a 0,0200
g Rangos probables de fechas de
S aguam 50,1b 47,4a 0,0240 floracién
<
agua j 46,7b 42,0a 0,0001 Probabilidad de 26-31 1-5 6-11 12-18 sep.
heladas (%) ago. sep. sep.
Tabla 3. Comportamiento de las variedades Chandler y Franquette Suaves 370 378 62.0 48.6
ante heladas simuladas. TNH (°C) y contenido relativo de agua (0°a-1,9 °C) ’ ’ ’ ’
(%) en el tejido aclimatado y desaclimatado, mz: marzo; m: mayo
y j: julio. (_'\gf’ge_;agi‘é) 420 422 200 40,0
*valores medios. Medias con una letra comuUn no son significati- :
vamente diferentes (se lee horizontal), Test de Tukey (a > 0,05). Fuertes 13,0 15,5 10,0 8,0
(-4°a-5,9 °C) ’ ’ ’ ’
Muy Fuertes
(< -6 °C) 7,4 4.4 7,5 2,7
o . ~ ~
fue de 1 a 2 °C mas alto un afio respecto al otro y el dafo Total (< 0 °C) 30,4 25,6 22,7 21,0

se incrementd un 20%. Las temperaturas ambientales pre-
vias a las heladas simuladas influyen fuertemente en este Tabla 4. Peligrosidad de heladas primaverales para Alto Valle du-
comportamiento. Para la comparacion se utilizé un indice rante el periodo de floracién de almendros®, serie 1990-2015.

de desaclimatacion para frutales de hoja caduca sujeto a *fechas medias de inicio y fin de floracion de Guara (serie 1978-
la frecuencia de temperaturas horarias mayores a 16 °C, ~ 2014) segin lannamico (2015b).
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Figura 4. Curva de enfriamiento en flores de almendro (Prunus amygdalus L.) cv Guara.

Estado de plena floracién (12/9/2011).
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Figura 5. Curva de enfriamiento para almendro (Prunus amygdalus L.) cv Guara. Estado de plena floracion (13/9/2013), mayor desacli-

matacion.

Analizando las temperaturas minimas de 1990 a 2015 se
observa que durante el 26 de agosto hasta el 18 de septiem-
bre (periodo medio de floraciéon de almendros), la probabili-
dad de ocurrencia de heladas es del 28% y se ha mantenido
constante con 7 eventos por afio. Si bien, en los ultimos 25
anos, ha disminuido la frecuencia de heladas fuertes y muy
fuertes, la frecuencia de temperaturas de entre -2°y -3,9 °C
no ha variado. La peligrosidad de dafio es alta para cual-
quiera de los subperiodos analizados (tabla 4).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Grado de resistencia antes y durante el invierno en
segmentos de tallos de nogal de un afio de edad

Definir la temperatura critica de dafio en madera es com-
plejo, la temperatura minima alcanzada no es un indicador
directo de la muerte de madera joven, varios factores influ-
yen en este proceso. Entre ellos esta la capacidad de re-
parar el tejido ante dafios parciales, el tiempo transcurrido
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Figura 6. Flor de almendro cv Guara. A. dafio total por congelamiento del ovario y estigma; B. ovario sano, sin dafio.
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Figura 7. Curva de enfriamiento para almendro (Prunus amygdalus L.) cv Ferraduel. Estado de plena floracion (13/9/2013).

entre la TNH vy el fin de la helada, la diferencia de sensibi-
lidad entre las distintas estructuras de un mismo arbol y el
grado de desaclimatizacion del tejido dependiendo de las
temperaturas de los dias previos a la helada. Diferentes
trabajos sobre congelamiento de tejido lefioso sefialan que
la concentracion de carbohidratos totales se relaciona con
la resistencia a las heladas porque regula el ajuste osmati-
co que previene el congelamiento intracelular (Morin et al.,
2007; Poirier et al., 2010; Charrier et al., 2013).

En términos generales, las ramas de un afio de edad en
nogales tienen de 79-85 mg g*' de azucares solubles en in-
vierno y esto se corresponde con LT50 de -21 °C a -24 °C.
En nuestros estudios el contenido de azucares solubles no
supero los 54 mg g™, y con -15 °C se alcanzé 25% de dafio
en pleno reposo invernal.

Hemos observado que si el tejido permanece menos de
1 hora al valor de TNH, no sufre dafio por helada. En mayo

Tolerancia a las heladas por superenfriamiento en cultivares de nogal (Juglans regia) y almendro (Prunus amygdalus)
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si bien la TNH no difiere estadisticamente con respecto a
marzo, el tejido soportd temperaturas mas bajas antes de
alcanzar un 50% de dafio. Durante el otofio hubo menor
tolerancia al congelamiento y mas variabilidad en la res-
puesta que en el invierno. Durante el invierno los arboles
de hojas caducas utilizan una alta proporcion de hidratos
de carbono para resistir a las bajas temperaturas, mientras
gue en otofio y primavera esta relacion disminuye porque
se destinan también a procesos asociados al crecimiento.
Nuestros resultados son similares a los presentados por
Aslani Aslamarz et al. (2010), en donde las temperaturas
exotérmicas en tallos de 1 afio de edad para las variedades
Pedro y Lara de nogal son de -4 °C en mayo, -5 °C en julio
y en primavera de -2,5 °C. Con respecto a los LT50 hemos
estimado en Franquette y Chandler valores de -7,7 °C para
marzo. Estos resultados coinciden con los calculados por
Charrier et al. (2011) cercanos a los -10 °C en junio, hemis-
ferio norte (diciembre, equivalente hemisferio sur) para las
mismas variedades.

A mitad del invierno el proceso de aclimatacion es com-
pleto. Hemos observado en este estudio que con tres dias
de temperaturas a 18 °C, la madera 100% aclimatada per-
di6 tolerancia alcanzando el mismo valor de TNH que el
tejido en estado vegetativo. En algunas especies semile-
fAosas se ha comprobado que con 4 dias a temperaturas
de 17°/22 °C, la desaclimatizacién provoca una pérdida de
resistencia de hasta 5 °C (Pagter et al., 2011).

En nogal la movilizacion de almidén en invierno genera
una acumulacién de sucrosa relacionada con la tolerancia
a las heladas porque interviene en la reparacion de vasos
conductores afectados por embolismo provocados por
congelamiento (Améglio et al., 2002). Esta podria ser la
razon principal por la cual los dafios en madera pueden
ser parciales o nulos en tejidos en proceso de aclimatacion
(otofo). Probablemente la madera nueva al estar some-
tida a una mayor variabilidad metabdlica, por el ritmo de
crecimiento, responda rapidamente a los cambios en el
contenido de azucares solubles afectando la TNH y grado
de tolerancia. Las practicas de manejo (fertilizacion, riego,
poda, etc.) y climaticas ligadas al proceso fotosintético con-
dicionan el nivel de reservas nutricionales y por ende los
procesos asociados al balance total de carbohidratos.

Umbrales de superenfriamiento en flores de almendro

Los tejidos florales pierden capacidad de superenfriado
al avanzar el desarrollo fenolégico y mueren luego de que
se inicia la formacion de hielo (Ballard et al., 1971; Proebs-
ting yMills, 1978). Los efectos de las heladas primaverales
sobre los érganos reproductivos del almendro son muy va-
riables, se han observado respuestas diferentes entre ge-
notipos, tejidos dentro de una misma planta y entre ciclos
productivos (Imani y Khani, 2011). En nuestros estudios
observamos que si las flores permanecen por mas de 30
minutos a temperaturas iguales a la TNH se produce muer-
te celular y consecuentemente dafio total del ovario. El va-
lor de LT50 depende de cada temporada evaluada al igual
que el TNH, sin embargo podemos decir que ante condi-
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ciones térmicas propicias para la desaclimatacién de los
tejidos, las flores de almendro mueren por congelamiento
al exponerse por mas de treinta minutos a temperaturas
subcero de 2,5 °C o menores. En nuestra investigacion los
datos obtenidos pueden considerarse como los primeros
valores referenciales de tolerancia a las bajas temperatu-
ras para el cultivar Guara, y estan dentro de los rangos tér-
micos obtenidos por otros autores en otros cultivares; por
ejemplo Imani y Khani, 2011 y Kodad et al., 2010 obtienen
en floracién 100% de dafio con temperaturas minimas de
-4 °C en la variedad Ferragnes y para Felisia mas del 50%
de dafio con temperaturas de -2,5°C, ambas expuestas por
el lapso de 1 hora.
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Actividad antifingica de especies

del género Senna (Caesalpinoideae,
Leguminosae) del norte de Argentina
frente a Fusartum vertictllioides

DI CIACCIO, L.S.}; FORTUNATO, R.H.?3; SALVAT, A.E.**

RESUMEN

El género Senna comprende alrededor de 360 especies presentandose el 80% en el continente americano.
Varias son conocidas por las propiedades antimicrobianas y farmacolégicas. Los antecedentes de actividad
antifiingica en Argentina fueron reportados en un estudio de extractos metandlicos de hojas de S. spectabilis
frente a Fusarium graminearum. El objetivo de este trabajo fue analizar la actividad antifungica de 12 extractos
metandlicos de distintos drganos de 10 especies del género Senna, recolectadas en el norte de Argentina
frente a Fusarium verticillioides, responsable de la podredumbre de la espiga en maiz. Primeramente, todos
los extractos fueron evaluados con un ensayo colorimétrico de susceptibilidad. Aquellos que mostraron activi-
dad inhibitoria, luego fueron evaluados mediante bioautografia de contacto, tincion con azul de Evans y azul
de anilina, test de crecimiento radial del micelio y por su capacidad para inhibir la produccion de fumonisinas.
El extracto de frutos de S. spectabilis mostré actividad antifungica con una Concentracion Minima Inhibitoria
de 99,9 ug mlt. Asimismo, se observaron halos de inhibicion significativos en la bioautografia de contacto,
mientras que en la tincion con azul de Evans y azul de anilina se visualizaron algunas alteraciones en las hi-
fas. En el test de crecimiento radial del micelio, se observé una reduccion significativa, y en lo que respecta a
la produccion de fumonisinas, los extractos provenientes de frutos mostraron una inhibiciéon en su produccién
de 48,3% mientras que los extractos de flores el porcentaje fue mayor (86,3%). Finalmente, se pudo determi-
nar que S. spectabilis presenta actividad antifingica frente F. verticillioides, confiriéndole un nuevo registro de
bioactividad a esta especie vegetal.

Palabras clave: plantas nativas, antifiingicos, extractos, fumonisinas.

ABSTRACT

The genus Senna comprises about 360 species being 80% from the American continent. Several of them are
known by their antimicrobial and pharmacological properties. In Argentina antecedents of antifungal activities
were reported in studies of methanolic extracts from leaves of S. spectabilis against Fusarium graminearum.
The aim of this work was to analyze the antifungal activity of 12 methanolic extracts of different organs of 10
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species of the genus Senna collected from northern Argentina against Fusarium verticillioides, causal agent
of maize ear rot. At first all the extracts were evaluated to know their antifungal capacity with a colorimetric
test. Those which showed inhibitory activity were analyzed by contact bioautography, Evans blue and Aniline
blue staining, mycelial radial growth test and also their ability to inhibit fumonisins production. Fruit extract of
S. spectabilis showed antifungal activity at a Minimun Inhibitory Concentration of 99.9 ug ml2. Likewise, in the
contact bioautography an inhibition zone was evident, while in Evans blue and aniline blue staining, some al-
terations in the mycelial hyphae were visualized. In the mycelial radial growth test, a significant reduction was
observed, and in the fumonisins production the extracts from fruits showed inhibition of 48.3% while in flowers
the percentage was higher (86.3%). Finally, it was determined that S. spectabilis has antifungal activity against

F. verticillioides, giving a new record of bioactivity to this plant species.

Keywords: native plants, antifungal activity, extracts, fumonisins.

INTRODUCCION

En el continente americano se han reportado gran varie-
dad de compuestos quimicos con propiedades antibacteria-
nas, antibidticas, antifingicas y antioxidantes presentes en
diferentes especies nativas (Mors et al., 2000; DeFilipps et
al., 2004; Viegas Junior et al., 2006; Lombardo et al., 2009;
Lombardo et al., 2015). El género pantropical y subpantropi-
cal Senna Mill., conocido por sus diversas propiedades anti-
microbianas y farmacolégicas (Agarwal y Bajpai, 2010; Jothy
et al., 2012; de Albuquerque Melo et al., 2014; Anthoney et
al., 2014; Lombardo et al., 2015), comprende alrededor de
360 especies, de las cuales mas del 80% estan distribuidas
en América (Irwin y Barneby, 1982; Randell y Barlow, 1998).
Argentina, por la extensa superficie que ocupa, posee gran
variedad de climas (Cabrera, 1994) que permite la presencia
de numerosas especies vegetales con gran potencial de ac-
tividad biolégica (Ramos et al., 1998; Barquero, 2007) repor-
tandose importantes usos antimicrobianos (Cowan, 1999;
Salvat et al., 2004; Serafin et al., 2007; Silva et al., 2007;
Coutinho et al., 2008; Silva Junior et al., 2010). En referencia
a la actividad antifingica del género Senna, en la Argentina
solo existen registros sobre extractos metandlicos de hojas
de S. spectabilis frente a una cepa de Fusarium graminea-
rum productora de micotoxinas (Salvat, 2010).

En el territorio argentino, una extensa area es destinada
al cultivo de maiz. En la campafia 2015/16 se implantaron
3,5 millones de hectareas obteniendo una produccion de
29 millones de toneladas (USDA, 2016). Algunas especies
de hongos filamentosos del género Fusarium pueden in-
fectar a los cultivos durante su desarrollo en el campo, asi
como a sus productos durante el almacenamiento. Las pér-
didas sufridas en los cultivos asociados a hongos se deben
no solo a la reduccion del rendimiento y la alteracion de la
calidad comercial y nutricional, sino también a la produc-
cién de micotoxinas, que representan un riesgo para la sa-
lud humana y animal (USDA, 2006). Fusarium es el género
que afecta con mayor frecuencia a los cultivos argentinos,
las especies mas importantes son: F. graminearum, y F.
verticillioides. (Presello et al., 2008; Martinez et al., 2010;
Garrido et al., 2012).

Las fumonisinas son micotoxinas producidas por F
verticillioides, el cual sintetiza las fumonisinas FB,, FB,,
FB, (Marasas, 2001), que son responsables de provocar
leucoencefalomalacia equina (ELEM) y edema pulmonar
porcino (PPE). Ademas, producen efectos adversos en la
funcioén del sistema inmune en pollos, aumentando asi la
susceptibilidad a microorganismos oportunistas que cau-
san infecciones graves (Voss et al., 2007).

El objetivo de este trabajo fue analizar la actividad anti-
fungica de 12 extractos metandlicos de distintos érganos
de 10 especies del género Senna, recolectadas en el norte
de Argentina frente a Fusarium verticillioides, responsable
de la podredumbre de la espiga en maiz y produccion de
fumonisinas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y preparacion de los extractos

Los ejemplares de plantas utilizados fueron recolecta-
dos del norte de Argentina, identificados taxonémicamente
(Fortunato). Ejemplares del material estudiado fueron de-
positados en el Herbario del Instituto de Recursos Biolo-
gicos del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) (Herbarium code: BAB en http://sciweb.nybg.org/
Science2/IndexHerbariorum.asp). El nombre de las espe-
cies, colector, nimero de espécimen y lugar de recoleccion
se indican en la tabla 1.

El material vegetal fue obtenido dependiendo del estado
fenoldgico de las plantas al momento de su recoleccion.
Cada organo (ramas, hojas, frutos y flores) fue secado a
temperatura ambiente y luego molido finamente con un
molino de martillos. Luego, el material vegetal fue extraido
con metanol p.a. (MeOH, Merck) a temperatura ambiente,
en total oscuridad, durante 48 horas. Los extractos fueron
filtrados con filtro de papel y posteriormente se los llevé a
sequedad en un evaporador rotatorio, a una temperatura
de 40 °C. Posteriormente se peso el residuo. El extracto
crudo seco fue disuelto en MeOH a una concentracion de
80 mg de materia seca por ml. Para su conservacion,
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1 ml de cada extracto fue diluido con 9 ml de dimetilsul-
féxido (DMSO, Biopack) alcanzando una concentracion
final de 8000 pug de materia seca por ml. Esta solucion
fue esterilizada utilizando filtros estériles con membrana de
acetato de celulosa de 0,45 pym (Minisart, Sartorius). Todos
los extractos fueron mantenidos en crioviales a -35 °C.

Microorganismo

La cepa de F. verticillioides M7075, con reconocida capa-
cidad productora de fumonisinas, fue cedida por la Univer-
sidad de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina. Esta fue cultivada
en tubos de Synthetischer Nahrstoffarmer Agar (SNA) a
28 °C por 7 dias. Posteriormente se agrego a cada tubo 5 ml
de agua peptonada + Tween 80. Mediante el uso de un vor-
tex se agitdé suavemente para facilitar el desprendimiento de
los conidios. La suspensién de conidios fue filtrada a través
de gasa estéril contenida en un frasco de vidrio. Se realizé
el conteo de células mediante camara de Neubauer y poste-
riormente se ajusto la suspension a una concentracion entre
1-3 x 10* y 1-3 x 10° unidades formadoras de colonias ml*
(UFC ml?), dependiendo del ensayo para realizar.

13

Medios de cultivo y agente antifungico

Por una parte, se utilizé el medio sintético Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Gibco by Life Tech-
nologies) 1x con L-glutamina sin rojo fenol. Ademas, el me-
dio SNA compuesto por: fosfato monopotasico (KH,PO,)
1,0 g, nitrato de potasio (KNO,) 1,0 g, sulfato de magnesio
heptahiradtado (MgSO,) 7H,O 0,5 g, cloruro de potasio
(KCl) 0,5 g, glucosa 0,2 g, sacarosa 0,2 g, agar 20,0 g,
agua destilada 1000 ml. Por otra parte, el medio PDA (Agar
papa dextrosa) proveniente de Oxoid. Y, por ultimo, el co-
lorante Resazurina sédica (0,01% solucién acuosa; Sigma-
Aldrich EUA) esterilizada por filtracién a través de filtros
estériles con membrana de acetato de celulosa de 0,45 pm
(Minisart, Sartorius) y conservada en crioviales a —35 °C.

Como agente antifiingico se utilizd el Ketoconazole (Ke) a una
concentracion de 2 pg ml? para el ensayo colorimétrico de sus-
ceptibilidad, tincion con azul de Evans y azul de anilina y test
de crecimiento radial del micelio; 50 pg ml* para bioautografia
de contacto. Todas las soluciones fueron esterilizadas utilizando
filtros estériles con membrana de acetato de celulosa de 0,45 um
(Minisart, Sartorius) y conservadas en crioviales a -35 °C.

Especies vegetales Voucher n.°

Lugar de recoleccién Organo analizado

Senna aphylla (Cav.)

Cérdoba: Dpto. Tulumba, RN 60 3 km S

H.S.Irwin & Barneby var. BAB Fortunato et al. 6922 de San José de Las Salinas, 30°01°S, Hojas
pendula Robbiati & Fortunato 64°35°0.
Senna aphylla (Cav.) H.S.Irwin Salta: Dpto. Molinos, 3 km E de Brealito a
& Barneby var. aphylla BAB Fortunato et al. 7764 RN 40, 25°19'S, 66°21°0. Frutos
Senna birostris (Dombey ex Salta: Dpto. Cachi, Valle Encantado, R. .
Vogel) H.S. Irwin & Barneby BAB Fortunato etal. 7813 Prov. 33, 13 km E, 25°10°S, 65°49°0 Hojas
. ) Salta: Dpto. St. Victoria, camino a St.
Senna I?\l:,riléaglggfn(e\g”a) H.S. BAB Fortunato et al. 8216 Victoria, 800 m O de Rodeo Pampa, Frutos
y 22°30°S, 64°20°0
Senna chloroclada (Harms) Salta: Dpto. Gral. Giiemes, R. Prov. 52
H.S_Irwin & Barneb BAB Fortunato et al. 6922 (Juana Azurduy), 20 km NO de Fuerte Hojas
o Y Esperanza, 25°04°S, 62 01°0O.
. ) Salta: Dpto. Gral. José de San Martin, 5 km
Senna hlrsg:‘n(]:g H.S.Irwin & BAB Fortunato et al. 6997  E de Campo Duran, enfrente a REFINOL, Hojas
y 22°12'S, 63°40°0
Senna morongii (Britton) Chaco: Dpto. Gral. Guemes, 47 km de .
H.S.Inwin & Barneby BAB Fortunato etal. 6515 o,/ 2iito a Santa Rita, 24°25°S, 61°44°0 Hojas
Senna obtusifolia (L.) Chaco: Dpto. Gral. Giemes, Sauzalito de .
H.S.Irwin & Barneby BAB Fortunato et al. 6570 Fn. Belgrano, 24°25'S, 61°41°0 Hojas
Senna occidentalis (L.) Link BAB Fortunato et al. 6569 Chaco: Dpto. Gral. Gliemes, Sauzalito de Hojas

Fn. Belgrano, 24°25°S, 61°41°0

Salta: Dpto. Gral. J. de San Martin, R.
Prov. 4, 4 km O de Paraje Las Maravillas,
22°11°S, 63°01°0

Senna spectabilis (DC.)
H.S.Irwin & Barneby var.
spectabilis

BAB Fortunato et al. 6964 Frutos y flores

Santiago del Estero: Dpto. Gral. Taboada:
R Prov. 7, 5 km E de Anatuya. 28°26’S,
62°47°0.

Senna spiniflora (Burkart) H.S.

Irwin & Barneby BAB Fortunato et al. 10155

Ramas

Tabla 1. Especies de Senna recolectadas de las provincias del norte de Argentina.
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Ensayo colorimétrico de susceptibilidad: microdilu-
cion en placa de 96 wells

El ensayo colorimétrico de susceptibilidad fue realizado de
acuerdo a lo informado en el documento M38-A (NCCLS,
2002), con ciertas modificaciones para la actividad antifun-
gica (Salvat, 2010). Esta técnica se realizé en microplacas
estériles de 96 pocillos (Biofil). Se afiadieron 200 pl de las
soluciones de MeOH: DMSO (1:9) de los extractos de plan-
tas a cada uno de los pocillos de la fila A, los pocillos restan-
tes de las filas B a la H recibieron 100 yl de RPMI 1640. Para
la realizacion de las diluciones, se tomaron 100 pl de los
pocillos de la fila Ay se depositaron en los pocillos de la fila
B y asi sucesivamente hasta la fila H (en direccion vertical).
El exceso de dilucion (100 pl) de la fila H fue descartado. De
esta manera, los pocillos de la fila A contenian la concentra-
cién mas alta del extracto (4000 pug ml?) y los pocillos de la
fila H la mas baja (31,2 ug ml?). Luego se colocaron 100 pl
del inéculo que contenia entre 1-3x10* CFU ml* en todos
los pocillos, exceptuando al control del medio RPMI 1640.
Por ultimo, se depositaron 20 pl de Resazurina a todos los
pocillos (Espinel-Ingroff et al., 1995). Se utilizaron algunas
columnas en cada placa para los respectivos controles
de esterilidad del medio de cultivo RPMI 1640 y estabili-
dad quimica del colorante Resazurina (sin el indculo), de
viabilidad del inéculo (sin extracto ni solvente afadido),
del agente antifungico (Ke) a la concentracion indicada
anteriormente y del efecto del solvente MeOH: DMSO
(1:9). La concentracion de UFC ml* se determin6 contan-
do las colonias desarrolladas 48 horas después de afiadir
una alicuota de 100 ul del inéculo utilizado en el ensayo,
en placas de Petri que contenian PDA. Las microplacas
fueron incubadas a 28 °C en oscuridad y examinadas a
las 48 horas. El cambio de color de azul a rosa de la Re-
sazurina indicaba crecimiento fungico. La Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) fue considerada como la mayor
concentracion (en pg de materia seca por ml de medio) en
la cual no se detecta viraje de color del indicador Resazu-
rina. Cada extracto fue considerado activo cuando su CMI
< 500 pg ml? (Salvat et al., 2001). Este ensayo se realizo
por triplicado.

Posteriormente, en los extractos que mostraron actividad
inhibitoria, se realizaron las siguientes técnicas:

Bioautografia de contacto

Para la separacion de los extractos se llevo a cabo la
técnica de cromatografia en capa delgada (TLC). Como
fase estacionaria, se utilizaron placas de silica gel 60 F,,
(9x5 cm) donde fueron depositados 20 pl en forma de ban-
da para cada extracto (que corresponde a 400 mg mit) y 5 pl
para el control positivo (Ke) y como fase mévil la mezcla de
n-propanol:acetato de etilo:agua:acido acético (Wagner y
Bladt, 1996), con modificaciones (39:41:29:1). El medio PDA
(40 ml) fue inoculado con 600 pl de entre 1-3x10° UFC ml?
de F. verticillioides que luego fue vertido en placas de vidrio
(150x25 mm). Los cromatogramas fueron colocados sobre
el agar e incubados a 28 °C por 24 horas, luego fueron
retirados y se continud la incubacion de las placas por 24
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horas mas a 28 °C. Finalmente, se visualizaron las ban-
das de inhibicién y se calculo el frente de reaccién (Rf): Rf
= distancia recorrida por el compuesto/distancia recorrida
por el solvente (Zacchino y Gupta, 2007). Esta técnica se
realizé por triplicado.

Tincién con azul de Evans: visualizacion de altera-
cion de las hifas

Esporas de F. verticillioides fueron incubadas en el medio
liquido RPMI 1640 a 28 °C por 24 horas para la formacién
de las hifas. Transcurrido este periodo, se transfirid 1 ml del
medio conteniendo las hifas a tubos Eppendorf de 1,5 ml.
Luego, a cada tubo se le afiadio el extracto activo a su res-
pectiva CMI, se incluyeron también, un tubo como control
positivo (Ke), y otro como control del inéculo. Posteriormen-
te se incubaron todos a 28 °C durante 24 horas. Luego, se
procedié a centrifugar los tubos y a retirar el medio de cultivo
para posteriormente colocar 2 gotas de la solucion de azul
de Evans (0,05%) por 5 minutos. Finalmente, se realizaron
varios lavados con agua destilada estéril para remover el ex-
ceso de colorante. La diferencia en la tincion se observo bajo
microscopio optico a 400x y para su evaluacion se siguio lo
descripto por Semighini y Harris (2010); Savi et al. (2013).

Microscopia 6ptica

Esporas de F. verticillioides fueron colocadas en medio
PDA el cual contenia diferentes concentraciones (CMI y
2xCMI) del extracto activo, también se incluyeron placas
con el control positivo (Ke) y del micelio. Posteriormente,
pequefios fragmentos del agar conteniendo micelio, se
colocaron en un portaobjetos para luego ser tefiidos con
una solucién acuosa al 1% de azul anilina (AOSA, 2008)
por 5 minutos. Finalmente, la morfologia de las hifas fue
observada para su evaluacion al microscopio 6ptico con
aumento de 1000x.

Test de crecimiento radial del micelio

A partir de un cultivo en placa de 7 dias de F. vertici-
llioides en el medio PDA se tomaron discos de 5 mm de
diametro del cultivo y se colocaron en el centro de placas
de Petri conteniendo 20 ml de medio de cultivo PDA con
dos concentraciones de uno de los extractos activos (MIC
y 2xMIC). Asimismo, se realizaron los respectivos controles
correspondientes al indculo sin tratamiento, el indculo con
el antifangico (Ke), y el control del solvente en el cual esta
diluido el extracto (DMSO: MeOH — 9:1). Todas las placas
fueron incubadas a 28 °C durante 7 dias. Todos los dias
se midi6 el diametro de las colonias (mm) y se evalué la
eficacia de cada tratamiento (Mier et al., 2002; Quiroga et
al., 2009). Este ensayo se realiz6 por triplicado.

Efecto de los extractos activos sobre la producciéon
total de fumonisinas

A fin de medir las diferencias en la produccion de fumo-
nisinas, una suspension de conidios de F. verticillioides
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(entre 1-3x10* CFU ml) se sembré en placas de Petri con
20 ml de PDA conteniendo a los extractos activos, en sus
CMils correspondientes. EI mismo procedimiento fue reali-
zado para el control con Ke y control de indculo. Las placas
fueron incubadas a 28 °C durante 15 dias. Finalmente, el
contenido de fumonisinas presente en el agar se determi-
né mediante el test de ELISA (ELISA kit Ridascreen® Fast
Fumonisin R-Biopharm — Alemania). El limite de deteccion
fue de 0,222 mg kg™.

Analisis estadistico

Los datos sobre el crecimiento radial del micelio se ana-
lizaron por andlisis de varianza (ANOVA) seguido por el
postest de Bonferroni. Se utilizé el programa InfoStat (Di
Rienzo et al., 2015). El andlisis se expres6 como media +
desvio estandar y el valor de p< 0,05 se consideré estadis-
ticamente significativo.

RESULTADOS

En el estudio de bioactividad, realizado mediante el en-
sayo colorimétrico de susceptibilidad, fueron considerados
activos aquellos extractos con una CMI < 500 pg ml?. Solo
la especie S. spectabilis fue activa contra F. verticillioides,
con una CMI de 99,9 ug ml* en lo que respecta a los frutos,
mientras que para las flores la CMI fue de 437,1 pg ml?
(tabla 2). Este resultado en parte es coincidente con los
hallazgos reportados por Salvat (2010), quien determino
actividad antifingica en extractos de hojas de esta especie,
pero frente a F. gramineraum, a una CMI de 125 ug ml.

Especie vegetal Organo analizado CMI
S. aphylla Hojas 1000
S. aphylla Frutos 1000
S. birostris Hojas 1000

S. burkartiana Frutos 1000
S. chloroclada Hojas 1000
S. hirsuta Hojas 2000
S. morongii Hojas 1000
S. obtusifolia Hojas 1000
S. occidentalis Hojas 1000
S. spectabilis Frutos 99,9
S. spectabilis Flores 437,1
S. spiniflora Ramas 1000
Ke 0,25

Tabla 2. Actividad antifingica (Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) en ug mi-1) de Senna ssp. y del Ke frente a F. verticillioides.
Los datos se muestran como valores medios de CMIs obtenidos
por triplicado.
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Para establecer la actividad antifingica de los extractos
metandlicos de frutos y flores de S. spectabilis, se utilizé la
técnica de bioautografia de contacto. Con esta técnica, se
pudo observar una banda amarilla cuyo Rf =1, coincidente
con la banda de inhibicion en el agar (figura 1).

Por una parte, en relacién con la tincion con el coloran-
te azul de Evans (figura 2), las hifas expuestas a los dos
extractos activos de S. spectabilis se encontraban tefiidas
de azul, lo cual indicaria que sufrieron algun tipo de dafio
en sus membranas plasmaticas debido a que no pudieron
excluir al colorante. En cambio, las hifas control, cuyas
membranas permanecieron intactas mantuvieron su colo-
racion normal. Por otra parte, cuando las hifas del micelio
desarrolladas en el medio PDA que contiene al extracto de
frutos de S. spectabilis fueron teflidas con azul de anilina,
se pudo observar una alteracién en la integridad celular a
nivel de citoplasma, sobre todo por la marcada presencia
de vacuolas (figura 3). En el caso del extracto de frutos de
S. spectabilis en el test de crecimiento radial del micelio, se
evidencio la capacidad que tuvo para reducir el crecimiento
de F. verticillioides cuando fue evaluado por un lapso de 7
dias (figura 4).

Respecto a la produccién de fumonisinas (tabla 3), cuan-
do F. verticillioides fue expuesto a extractos de frutos de S.
spectabilis se produjo una inhibicién del 48,3%, en cambio
en los extractos de flores el porcentaje fue mayor (86,3%),
mientras que con el antifungico (que en este caso corres-
ponde a Ke) esta inhibicion solo fue de un 19%, respecto
al control.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este trabajo es continuidad de estudios de bioprospec-
cién que se estan realizando desde el afio 2001. Sobre
esta base, especies nativas del norte de Argentina fueron
evaluados a fin de conocer su bioactividad ante F. vertici-
llioides conocido por sus implicancias en la actividad pro-
ductiva. Segun los resultados de este trabajo, la actividad
antifingica frente a un mismo microorganismo no resulté
ser igual en todas las especies estudiadas y ademas varioé
segun el 6érgano del cual se obtuvo el extracto. Anteceden-
tes de similar respuesta se han registrado en otros géne-
ros, como Polygonum (Derita et al., 2009).

En cuanto al ensayo colorimétrico de susceptibilidad que
nos permitié determinar la CMI de los extractos evaluados,
consideramos que si bien el DMSO:MeOH que se utilizé
para diluir los extractos posee una cierta inhibicién por si
mismo, esta se encuentra contemplada dentro de los pri-
meros cuatro pocillos, por lo que las siguientes diluciones
solo corresponderian a la actividad inhibitoria del extracto
vegetal, que en este caso solo correspondié a los frutos y
las flores de S. spectabilis. Sobre esta base, si tenemos en
cuenta que los compuestos o principios activos responsa-
bles de la actividad contenida en las plantas generalmente
se encuentran en menor proporcion, estos dos extractos
muestran una fuerte accion aun estando a una baja dilu-




BT | ARTICULOS

RIA / Vol. 44 / N.21

Figura 1. Bioautografia de contacto: (A) TLC del extracto de frutos de S. spectabilis. (B) TLC del extracto de flores de S. spectabilis. (C)
Bioautografia de contacto del extracto de frutos de S. spectabilis. (D) Bioautografia de contacto del extracto de flores de S. spectabilis.

Figura 2. Coloracion con azul de Evans: visualizacion de la alteracion de las hifas: (A) Control (hifas vivas). (B) Ke. (C) Extracto de frutos

de S. spectabilis. (D) Extracto de flores de S. spectabilis.

cién. Ante la susceptibilidad observada de este hongo fren-
te a S. spectabilis, podria estar incluida dentro de la lista de
otras especies evaluadas, que para este tipo de actividad
mundialmente solo se encuentra en un pequefio porcentaje
(Mccarthy et al., 2000; Newman y Cragg, 2007).

Ademas, con el fin de iniciar una aproximacion para la
identificacion de los posibles compuestos responsables de

la actividad antifingica, la bioautografia de contacto resul-
t6 ser una herramienta de utilidad ya que permitié la sepa-
racion de los extractos metandlicos activos y la posterior
observacion de bandas, alguna de las cuales fueron coin-
cidentes con los halos de inhibiciéon del hongo. Esto podria
relacionarse con lo establecido por Wagner y Bladt (1996)
quienes determinaron en el género Senna la presencia del

Actividad antifuingica de especies del género Senna (Caesalpinoideae, Leguminosae) del norte de Argentina frente a Fusarium verticillioides
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Figura 3. Coloracién con azul de anilina: (A) Control (hifas). (B)
Extracto de frutos de S. spectabilis (99,9 ug ml?t). (C) Extracto de
frutos de S. spectabilis (198,9 ug ml?). (D) DMSO:MeOH. (E) Ke
(2 pug ml*).
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Diametro de colonia (mm)

1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

e=fp==Control ==199.96 ug mi-1 99.98 pug mi-1

=>e=Ketoconazole (2ug ml-1)  e==DMSO:MeOH (9:1)

Figura 4. Actividad antifingica del extracto de frutos de S. spec-
tabilis frente a F. verticillioides (M7075) en PDA a diferentes con-
centraciones (los datos se muestran como valores promedio y
desviacion estandar del diametro de colonia). Diferentes letras
indican diferencias significativas (p<0,05) entre los diferentes tra-
tamientos.

Efecto

*Fumonisinas inhibitorio en

Muestras totales la sintesis de
mg Kg? fumonisinas
(%)
Control 16,8 0
Ke 13,6 19,1
Frutos de_:_S. 87 483
spectabilis
Flores de S. spectabilis 2,3 86,3

* Test ELISA

Tabla 3. Actividad antifumonisina de los frutos y flores de S. spec-
tabilis frente a F. verticillioides.

compuesto antraquinona emodina coincidente con el frente
de reaccion (Rf) observado en este trabajo. Del mismo modo
Guarize et al. (2012) y Andrade et al. (2015) estudiaron a
este compuesto, el cual presentd actividad antibacteriana,
efectos antiinflamatorios, laxantes y de motilidad intestinal.
Asimismo, existen varios informes de poblaciones de S.
spectabilis provenientes de Brasil cuyas flores y frutos tienen
efectos farmacolégicos asociados a la presencia de mas de
20 alcaloides de piperidina y piperina con propiedades anal-

gésicas y antiinflamatorias, entre otros (Viegas Junior et al.,
2006). Estos datos y los observados en este trabajo son un
punto de partida importante para futuras investigaciones, a
fin de permitir caracterizar fitoquimicamente el o los com-
puestos activos, responsables de la actividad antifingica.

Otra evidencia de este tipo de actividad, por parte de los
extractos de S. spectabilis, fue manifiesta al observar me-
diante la tincién con el colorante azul de Evans que la per-
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meabilidad celular estaba afectada, mientras que la tincion
con azul de anilina permitié observar ademés dafios a nivel
citoplasmatico. Sobre estos resultados seria deseable pro-
fundizar en la observacién de los dafios que se producen
en las hifas por la acciéon de estos extractos, mediante la
incorporacion de otras técnicas de microscopia que ofrez-
can mayor definicién y exactitud.

A la hora de evaluar el efecto inhibitorio de la CMI y
2xCMI (99,9 pug mlt y 199,96 ug ml?) de frutos de S.
spectabilis, mediante el test de crecimiento radial del mi-
celio, se pudo observar que a partir del segundo dia de
incubacién se produjo una demora en el desarrollo del
micelio en todos los tratamientos. En cambio, a partir del
sexto dia, las dos concentraciones del extracto provoca-
ron un notorio retraso respecto al solvente (figura 4). Si
bien este test no es concluyente para definir su compor-
tamiento como fungicida o fungistatico, se pudo observar
que el extracto de frutos a estas concentraciones detu-
vo el desarrollo del micelio, indicando que su modo de
accion es del tipo fungistatico. Para complementar esta
observacion seria deseable realizar la técnica “time kill”
(Palavecino Ruiz et al., 2016).

Asimismo, resulto interesante la inhibicion en la produc-
cién de fumonisinas cuando se hizo crecer a F. verticilloi-
des en medio conteniendo los extractos de frutos y flores
de S. spectabilis y en el medio conteniendo Ke. La inhi-
bicién en la produccion de la toxina por los extractos fue
mayor a la producida por el fungicida. Como es sabido, la
capacidad de Fusarium para producir fumonisinas no solo
depende de la cepa, sino también de los genes presentes
en el hongo, del medio de cultivo o sustrato (De la Torre-
Hernandez et al., 2014) o de factores ambientales entre
otros (Martinez et al., 2010). En otros casos de especies
nativas del norte argentino, se pudieron identificar algu-
nos compuestos con una marcada actividad antifumoni-
sina (Aristimufio Ficoseco et al., 2014). Sin embargo en
nuestro caso aun no se pudo determinar el compuesto
responsable de dicha actividad. Sobre esta base se sefia-
la que estos sucesos refuerzan el concepto que las plan-
tas tiene un enorme valor y son fuente de nuevas molécu-
las que aun faltan descubrir.

Para paises productores de granos como Argentina, que
en el afio 2016 produjo mas de 110 millones de toneladas
entre cereales y oleaginosas (USDA, 2016), la presencia
de especies como Fusarium en los cultivos y granos al-
macenados, representan una amenaza en varios sentidos.
Contar con estudios que involucran a plantas nativas como
alternativa de control de enfermedades fitopatogénicas
podrian derivar en el futuro en opciones conducentes a
aplicaciones de utilidad, contribuyendo de este modo con
informacién sobre nuestra biodiversidad.

Finalmente, los resultados presentados en este estudio
podrian ser tenidos en cuenta para futuras investigacio-
nes que nos permitan la identificacion de los compuestos
activos de los frutos de S. spectabilis responsables de la
actividad antifingica frente a F. verticilioides, teniendo en
cuenta que podria ser el resultado de la combinacion de
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varios compuestos. Consideramos que serian necesarios
estudios adicionales para poder caracterizar y purificar los
extractos activos de esta especie.
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