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Resumen

Las respuestas metabdlicas a los cambios en el estado corporal podrian depender de la historia meta-
bdlica reciente (nivel de alimentacién, efecto dindmico) o mas antigua (reservas corporales, efecto es-
tatico), concepto denominado “memoria metabdlica”. El objetivo de este trabajo fue estudiar la res-
puesta endocrino-metabdlica a una restriccion alimenticia en ovejas con diferente condicion corporal
(CQ) al inicio del experimento. Durante la estacion reproductiva, 36 ovejas Rasa Aragonesa fueron se-
paradas en 2 grupos con diferente CC: CC > 2,75 (moderadamente alta, A, 2,9 + 0,04) y CC < 2,25 (mo-
deradamente baja, B, 2,1 + 0,04). Durante 20 dias, ambos grupos recibieron una dieta para cubrir los
requerimientos de mantenimiento de energia y proteina, tras lo cual se asignaron al azar a dos trata-
mientos nutricionales: 1,5 (control, C) 0 0,5 (subnutricion, S) veces los requerimientos de mantenimiento
diario, estableciéndose cuatro grupos: altas control (AC, n = 9), altas subnutridas (AS, n = 10), bajas con-
trol (BC, n = 9) y bajas subnutridas (BS, n = 8). Se determiné el peso vivo (PV) y los niveles plasmaticos
de glucosa, acidos grasos no esterificados (AGNE), B-hidroxibutirato (BHB), insulina, leptina y factor de
crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1). Los grupos BS y AS perdieron peso, el grupo BClo ganéy
las ovejas AC lo mantuvieron. La concentracién plasmatica de glucosa fue mayor y los AGNE menor en
las ovejas controles. Las ovejas de alta CC presentaron mayores concentraciones de insulina y de IGF-I,
y la leptina tendié a ser mayor en estos animales. A su vez, la insulina fue mayor en los animales con-
troles, mientras que las otras hormonas no fueron afectadas por el tratamiento. Los perfiles de glucosa,
BHB, insulina e IGF-I estuvieron afectados por la CC inicial y el tratamiento nutricional, como asi lo de-
muestra la interaccién significativa entre estos factores y dias. Se evidencié un aumento en el momento
del celo de las concentraciones de los metabolitos (glucosa y BHB) y de las hormonas metabdlicas (in-
sulina e IGF-I). En conclusidn, en este estudio se encontré que los perfiles de glucosa, BHB, insulina e
IGF-I varian de forma diferente frente a una restriccién alimenticia en funcién del grado de reservas cor-
porales de las ovejas en el momento de iniciarse la restriccién alimenticia.

Palabras clave: condicién corporal, subnutricién, metabolitos, hormonas, ovejas.

Abstract
Food restriction in sheep: endocrine-metabolic response according to the level of body reserves

The metabolic responses to changes in metabolic status could depend on recent (feeding level) or more
ancient (body reserves) metabolic history, a concept termed “metabolic memory”. The aim of this work
was to study the metabolic response to food restriction in ewes with different body condition score at the
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beginning of the experiment (CCi). During the breeding season, 36 Rasa Aragonesa ewes were divided
into 2 groups with different BCS: BCS > 2.75 (fat ewes, A, mean * standard error: 2.9 + 0.04) and BCS <
2.25 (lean ewes, B, 2.1 + 0.04). During 20 days, both groups received a diet to supply energy and protein
maintain requirements, each group was divided into 2 groups and were fed to provide either 1.5 or 0.5
times the daily maintenance requirements; therefore, the 4 groups were: fat control (AC, n = 9), fat un-
dernourished (AS, n = 10), lean control (BC, n = 9) and lean undernourished (BS, n = 8) ewes. Body weight
(BW), glucose, non-esterified fatty acids (NEFA), B-hydroxybutyrate (BHB), insulin, leptin, and insulin-like
growth factor (IGF-I) were determined. BS and AS groups lost weight, BC group gained weight, and AC
ewes maintained their BW. Plasma glucose concentration and insulin were higher and NEFA was lower
in control ewes. Ewes with high BCS had higher concentrations of insulin and IGF-I, and leptin tended to
be higher in these animals. Insulin concentrations were higher in control ewes, while other hormones re-
mained unchanged. Glucose, BHB, insulin and IGF-I profiles were affected by initial BCS and nutritional
treatment, as is demonstrated by the significant interaction between these factors and days. Metabolites
(glucose and BHB) and metabolic hormones (insulin and IGF-I) concentrations showed a peak at estrus time.
In conclusion, it was found that glucose, BHB, insulin and IGF-I profiles respond to undernutrition according

to the level of body reserves of the animals at the onset of the nutritional restriction.

Key words: body reserves, undernutrition, metabolites, hormones, sheep.

Introduccion

La nutricion es uno de los factores mas im-
portantes que afectan el ciclo reproductivo
de los rumiantes, por lo que es clave cubrir
los requerimientos de los animales a los efec-
tos de optimizar su rendimiento productivo
(Martin et al., 2004). En paises de clima tem-
plado, donde los animales pastorean pastos
naturales durante todo el afio, las variacio-
nes estacionales en la cantidad y calidad de
los pastos modifican las ganancias de peso a
lo largo del afio (Quintans, 2008) lo que se ha
asociado a la eficiencia reproductiva global
(Quintans y Roing, 2008).

Para lograr mantener el equilibrio del medio
interno y las funciones vitales durante una
subnutricién, se dan numerosos cambios en
las concentraciones hormonales y en su sen-
sibilidad tisular (Chilliard et al., 1998). Los pe-
riodos de balance energético negativo (BEN)
estan caracterizados por la movilizacion
grasa que se refleja en un aumento de la
concentracion circulante de acidos grasos no
esterificados (AGNE) (Pedron et al., 1993;
Ingvartsen y Andersen, 2000; Burke y Roche,

2007), que a menudo se acompaiia con el in-
cremento en la produccion de cuerpos ceto-
nicos, como el B-hidroxibutirato (BHB) (Whi-
taker et al., 1999). También, durante el BEN,
ocurre una redistribucién y utilizacién dife-
rencial de nutrientes, por lo que los tejidos
periféricos pueden utilizar otros nutrientes
en lugar de la glucosa, permitiendo asi una
mayor disponibilidad de glucosa en los teji-
dos periféricos para otras funciones vitales
(Bell y Bauman, 1997).

La hormona del crecimiento (GH), juega un
papel clave en la subnutricién regulando la
utilizacion de glucosa (Renaville et al., 2002;
Flint et al., 2003). Muchos de los efectos so-
matogénicos de esta hormona estan media-
dos por el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo | (IGF-I) (Breier, 1999; Renaville
et al., 2002). El IGF-1 es secretado por el hi-
gado en respuesta a la GH y ejerce a su vez
un control negativo a nivel hipotalamo-hi-
pofisis para la secrecion de GH. En periodos
de subnutricién, existe un desacoplamiento
hepatico en el eje GH-IGF-I, es decir, el hi-
gado es menos sensible a la GH (menor con-
tenido del receptor de GH), resultando en
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una reduccién de la concentracién circulante
de IGF-I (Thissen et al., 1994; Chilliard et al.,
1998; Kobayashi et al., 1999). Esto repercute
en varios 6rganos y tejidos, ya que el IGF-l es
anabdlico y estimula el crecimiento, pero se
destaca ademas que la falta de retroalimen-
tacién negativa sobre la GH, promueve una
mayor concentracion circulante de esta hor-
mona y por lo tanto, una mayor accién tele-
oforética (Meikle et al., 2010).

Si bien se considera que el desacoplamiento
del eje somatotropo en periodos de subnu-
tricion es una estrategia del rumiante para
enfrentar la crisis energética, existen otras se-
fales hormonales que tienen un papel clave.
La insulina, secretada por el pancreas, tiene
multiples efectos en el metabolismo; entre
los mas importantes esta el facilitar la en-
trada de glucosa a las células desde la circu-
lacion general y estimular el almacenamiento
de lipidos (Bell, 1995; Etherton, 2004). En pe-
riodos de subnutricién la concentraciéon de
insulina disminuye, y por lo tanto, la estimu-
lacion del anabolismo estd disminuida. Si-
multaneamente, la GH aumenta la lipdlisis y
disminuye los eventos regulados por la insu-
lina, como son el transporte de la glucosa y
la lipogénesis (Flint et al., 2003).

Hace aproximadamente una década, se mo-
dificé el concepto de que el tejido adiposo es
meramente un depésito de reservas y un re-
ceptor de sefales hormonales que regulan
su funcion. La deteccién por primera vez en
rumiantes de la leptina, hormona proteica
secretada principalmente por el tejido adi-
poso (Delavaud et al., 2000), puso de mani-
fiesto el importante papel endocrino de este
tejido. La leptina es uno de los principales
agentes que informan sobre el nivel de al-
macenamiento de energia periférica a regio-
nes cerebrales que controlan el apetito, el
metabolismo y la funcién endocrina para
mantener la homeostasis (Chilliard et al.,
1998). La subnutricién disminuye la concen-
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tracién circulante de leptina (Sosa et al.,
2006; 2009), y frente a una sobrealimenta-
cion en el ganado vacuno y ovino, ésta au-
menta en sangre (Chilliard et al., 2000), lo que
sugiere que es una sefial para las adaptacio-
nes endocrinas, metabdlicas y de comporta-
miento dirigidas a restaurar la homeostasis
(Chilliard et al., 2000; 2001). También se ha
sugerido que la leptina regula directamente
la funcién hepatica (Yasari et al., 2009), pu-
diéndose proponer un mecanismo de comu-
nicacién entre estos dos principales tejidos
metabdlicos (higado y tejido adiposo).

Las respuestas metabdlicas a los cambios en
el estado metabdlico podrian depender de la
historia metabdlica reciente (nivel de ali-
mentacion, efecto dinamico) o mas antigua
(reservas corporales, efecto estatico), con-
cepto denominado “memoria metabodlica”
(Chilliard et al., 2005; Blache et al., 2006). Se
ha sugerido que el impacto de la subnutri-
cion varia de acuerdo con el estado fisiolo-
gico del animal y de acuerdo con su condi-
cion corporal (Blanc et al., 2006). En trabajos
previos (Sosa et al., 2006; 2009) hemos en-
contrado respuestas endocrino-metabdlicas
diferenciales frente a una misma restricciéon
alimenticia; estos experimentos, que no se re-
alizaron simultdneamente, se realizaron con
animales de la misma raza, pero con una
condicién corporal (CC) de partida diferente
(0.6 puntos de diferencia en una escala de 0
a 5; Russel et al., 1969).

Por lo tanto, la hipétesis del presente trabajo
fue que las respuestas metabolicas y endocri-
nas frente a un tratamiento de subnutricién
agudo (efecto dindmico) podrian depender
de las reservas energéticas corporales iniciales
(CCi, efecto estatico). El objetivo de este tra-
bajo fue estudiar la respuesta metabdlica —en
términos de metabolitos y hormonas— a una
restriccion alimenticia en ovejas con diferente
CC al inicio del experimento.
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Materiales y métodos
Animales y tratamientos

Este experimento se llevé a cabo en la granja
experimental de la Universidad de Zaragoza,
Espafia (latitud 41°41" N), bajo la supervisién
del Comité de Etica de la Universidad de Za-
ragoza y de acuerdo a las exigencias de la
Unién Europea para la experimentacion ani-
mal. Durante la estacién reproductiva (Di-
ciembre-Marzo), 36 ovejas Rasa Aragonesa
fueron separadas en 2 grupos con diferente
CC (CCinicial, CCi) (CC, escala de 0 a 5; Rus-
sel etal., 1969): CCi > 2,75 (n=19, moderada-
mente alta, A) y CCi < 2,25 (n=17, modera-
damente baja, B). El peso vivo (PV) al inicio
del experimento fue de 61,9 = 1,6 kg y 50,9
+ 1,7 kg para el grupo A y B, respectiva-
mente; y la CCi fue de 2,9 + 0,04 para el
grupo Ay 2,1 + 0,04 para el B. Durante 20
dias, ambos grupos recibieron una dieta para
cubrir los requerimientos de mantenimiento
en energia y proteina (AFRC, 1993). Las die-
tas consistieron en: 0,45 kg de materia fresca
(MF) de concentrado (pienso) y 0,55 kg MF de
paja/oveja/dia para el Grupo A, y en 0,40 kg
MF de concentrado y 0,50 kg MF de pa-
ja/oveja/dia para el Grupo B. Ambas dietas
proporcionaron 2 Mcal EM/kg MF y 9% de
PB. El concentrado estaba compuesto por ce-
bada y soja, en una relacién porcentual de
85:15. Tras este periodo, cada grupo fue di-
vidido en 2 grupos que fueron alimentados
para proporcionar 1,5 (control, C) 0 0,5 (sub-
nutricién, S) veces los requerimientos diarios
de mantenimiento de acuerdo a nuestros
trabajos previos (Abecia et al., 1993; 1995; Lo-
zano et al., 1998; Sosa et al., 2006). Las die-
tas consistieron en 0,60 kg (MF) de pienso y
0,9 kg MF de paja/oveja/dia para la dieta
1,5M (grupo Q) y 0,20 kg MF de pienso y 0,30
kg MF de paja/oveja/dia para la dieta 0,5 M
(grupo S). Ambas dietas proporcionaron 2,1
Mcal EM/kg MFy 11% de PB. El concentrado
estaba compuesto por cebada y soja en una
relacion de 66:34. Por lo tanto, los 4 grupos
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experimentales fueron: ovejas altas control
(AC, n = 9), ovejas altas subnutridas (AS, n =
10), ovejas bajas control (BC, n =9) y ovejas ba-
jas subnutridas (BS, n = 8). Al comienzo del tra-
tamiento con las diferentes dietas, todas las
ovejas fueron sincronizadas con esponjas in-
travaginales impregnadas de progestageno
(acetato de fluorogestona, 40 mg; ISPAH, Sa-
lamanca, Espafia) durante 14 dias. Al momento
de la retirada de las esponijas, las ovejas fueron
inyectadas i.m. con 300 Ul de gonadotrofina
coriénica equina (Sincropart® PMSG, Ceva
Salud Animal, Barcelona, Espafa) y el estro
(Dia 0) se detect6 cada 8 horas a partir de las
24 horas de retiradas las esponjas, usando
moruecos vasectomizados. El dia 5 después
del celo, los animales de cada grupo fueron
sacrificados para realizar otros estudios. El PV
fue determinado los dias -35, -21, -15 (inser-
cion de esponjas e inicio de dietas diferen-
ciales), -1 (retiro de esponjas) y 5 (sacrificio),
con respecto al estro.

Muestreos sanguineos

Las muestras de sangre se extrajeron cada 3
dias en tubos de vacio con heparina de la
vena yugular de animales en ayuno, desde el
dia anterior del comienzo de las dietas dife-
renciales (dia -16) hasta el final del experi-
mento. El plasma fue separado por centrifu-
gacién a 1000g por 10 minutos y almacenado
a -20°C hasta la posterior determinacion de
hormonas y metabolitos.

Determinaciones analiticas

Las concentraciones de glucosa y BHB se de-
terminaron usando un analizador automa-
tico (Gernonstar®, Transasia, Bombay, India).
Para la determinacién de glucosa se utilizé un
kit enzimatico (Gernon®, RAL for Laborato-
rios Techniques, Barcelona, Espafia) y los co-
eficientes de variacion (CV) intra- e inter-en-
sayo fueron 2,2% y 3,1%, respectivamente. La
sensibilidad del ensayo fue de 1 mg/dL. La
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concentracion de BHB también se determiné
utilizando kits comerciales (RANBUT®, Ran-
dox Laboratories Ltd., Crumlin, Reino Unido)
y su sensibilidad fue de 0,1 mmol/L. Los coe-
ficientes de variacién (CV) intra- e inter-en-
sayo fueron menores del 6%. Los AGNE fue-
ron cuantificados utilizando el kit NEFA-HR (2)
(Wako Chemicals, Richmond, Estados Unidos)
con el volumen de muestra y reactivos ajus-
tados para una placa de 96 pocillos (Multiskan
EX; Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos). La sensibilidad del ensayo fue de
0,01 mmol/L y el CV intra-ensayo fue 12,5%.

Las determinaciones hormonales se realizaron
en el Laboratorio de Técnicas Nucleares, Fa-
cultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay.
Las concentraciones de insulina fueron de-
terminadas por un radioinmunoensayo (RIA)
en fase sélida utilizando kits de DPC (Diag-
nostic Product Co., Los Angeles, CA, Estados
Unidos). La concentracién minima detectable
del ensayo fue de 2,2 mUI/mL. Los CV intraen-
sayo para controles bajos (2,2mUl/mL) y me-
dios (12,6 mUI/mL) fueron 8,2y 9,4%, respec-
tivamente. El IGF-I fue determinado usando
un ensayo inmuno-radiométrico de un kit co-
mercial (IGF1-RIACT CisBio International, GIF-
SR-YVETTE CEDEX, Francia), previamente co-
municado por (Adrien et al, 2011). La
sensibilidad del ensayo fue de 0,7 ng/mL. Los
CV intra-ensayo para el control 1 (43,8 ng/mL)
y el control 2 (521,5 ng/mL) fueron de 8,2 y
7,9%. La concentracién de leptina se deter-
mino por un RIA en fase liquida usando un kit
comercial Multi-Species Leptin (Millipore, Cat
XL-85K) previamente comunicado en bovinos
(Pinotti y Rosi, 2006). La sensibilidad fue de 1,8
ng/mL. Los CV intra-ensayo para el control 1
(5,3 ng/mL) y el control 2 (18,3 ng/mL) fueron
5,6 y 5,1%, respectivamente.

Analisis estadisticos

Todas las variables fueron analizadas por un
ANOVA utilizando un procedimiento mixto
de medidas repetidas. EIl modelo incluyé los
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efectos fijos de CC inicial (moderadamente
alta o moderadamente baja), tratamiento nu-
tricional (control o subnutricion), dias y sus
interacciones y la estructura de covarianza
autorregresiva de primer orden. Se utiliz6 el
procedimiento Kenward-Rogers para ajustar
los grados de libertad del denominador. La se-
paracion de medias se realizé por el test de
Tukey. Todos los analisis estadisticos se reali-
zaron utilizando el programa Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., Cary, NC,
Estados Unidos). Los datos se presentan como
medias de minimos cuadrados * errores es-
tandares combinados. Las diferencias entre
medias se consideraron significativas cuando
P < 0,05, y tendencia cuando 0,05 < P < 0,10.

Resultados
Peso Vivo

Desde el comienzo del experimento hasta el
dia -15 (comienzo del tratamiento nutricio-
nal), el PV fue menor en las ovejas de baja CC
en comparacion con las de alta CC (Figura 1).
Desde el dia -15 hasta el dia 5, las ovejas BS
y AS perdieron peso vivo (6 y 7,3 kg, respec-
tivamente; P < 0,05), mientras que el grupo
BC gano 5,8 kg (P < 0,05) y las ovejas AC
mantuvieron su PV (Figura 1).

Metabolitos

La triple interaccion entre CCi, tratamiento
nutricional y dia tendié a afectar las concen-
traciones de glucosa (P = 0,08). Los grupos
subnutridos disminuyeron en un 10% la con-
centracién de glucosa en el primer muestreo
después de iniciada la subnutricién (66 vs 58,7
mg/dL; P < 0,05). Los niveles se mantuvieron
bajos excepto por el aumento pronunciado
de glucosa observado un dia antes del estro
(dia-1) en todos los grupos exceptuando las
BS, seguido por una disminucion hasta el dia
2 para todos los grupos (Figura 2). En general,
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Figura 1. Peso vivo a lo largo del experimento en ovejas con una CCi moderadamente alta (A)
y moderadamente baja (B) alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5 (control, C) veces sus
requerimientos de mantenimiento. La flecha negra indica el comienzo de la subnutricién.
Figure 1. Body weight of fat (A) and lean (B) sheep fed 0.5 (undernourished, S) or 1.5
(control, C) times the requirements for maintenance. The black arrow indicates
the moment where undernutrition started.

las concentraciones de glucosa fueron mayo-
res en los grupos control respecto de los sub-
nutridos (Tabla 1); evidenciandose este efecto
en determinados dias durante el experimento
(Figura 2). No hubo efecto de la CCi ni de su
interaccién con el tratamiento nutricional.

Las ovejas subnutridas presentaron concen-
traciones de AGNE superiores a las ovejas con-
troles (P < 0,05), independientemente de su
CCi (Tabla 1). No hubo efecto de la CCi ni de
su interaccién con el tratamiento nutricional.
Se observé una interaccion entre tratamiento
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Tabla 1. Concentraciones de metabolitos y hormonas en ovejas con alta (A) y baja (B) CCi
alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5 (control, C) veces sus requerimientos de mantenimiento
Table 1. Concentrations of metabolites and hormones in fat (A) and lean (B) ewes fed 0.5
(undernourished, S) or 1.5 (control, C) times the requirements for maintenance

CCi Tratamiento nutricional
A C S
Glucosa (mg/dL) 61,4+ 1,0 62,7 = 1,1 63,8 + 1,02 60,3 + 1,0°
AGNE (mmol/L) 0,54 £ 0,05 0,58 £ 0,06 0,36 £ 0,052 0,76 + 0,05
BHB (mmol/L) 0,24 + 0,01 0,25 + 0,01 0,24 + 0,01 0,26 + 0,01
Insulina (uUI/mL) 4,84 + 0,382 3,49 + 0,40 4,64 £ 0,39% 3,70 £ 0,39y
Leptina (ng/mL) 2,94 +0,19% 2,49 £0,21Y 2,78 0,19 2,65 +0,20
IGF-I (ng/mL) 395,2 + 28,42 261,6 + 30,0P 333,6 + 29,2 323,3+29,3

Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas: 2P P < 0,05; *¥ 0,05 < P < 0, 10.

Different superscripts in the same row indicate statistical differences: #° P < 0.05; ¥ 0.05 < P < 0.10.

nutricional y dia de muestreo en las concen-
traciones de AGNE (P < 0,01). Seis dias después
de iniciada la subnutricion las concentraciones
de AGNE aumentaron en las ovejas AS (P <
0,05), mientras que en las BS el aumento ocu-
rrié en el primer muestreo post tratamiento.
Mientras que las AS mantuvieron concentra-
ciones de AGNE estables, con un aumento el
ultimo dia de muestreo, las BS presentaron
fluctuaciones importantes (Figura 2).

Los perfiles de BHB no se vieron afectados
por el tratamiento nutricional, la CCi ni la
interaccion entre ambas variables. Si se ob-
servé una tendencia a ser afectados por la tri-
ple interaccién entre CCi, el tratamiento nu-
tricional y el dia de muestreo (P = 0,06) dada
fundamentalmente por diferencias en dias
puntuales. Las ovejas AS presentaron mayor
concentracion de BHB que el grupo AC ocho
dias después de iniciado el tratamiento nu-
tricional (P < 0,05; Figura 2), mientras que
esta diferencia no se observo en las ovejas de
baja CCi. Por otro lado, en las BS se observé
mayor concentracién de BHB un dia antes del
estro que en las BC (P < 0,05). Se observé un
aumento en las concentraciones de BHB un

dia antes del estro (dia-1) en todos los grupos
(P < 0,05), excepto el BC (Figura 2).

Hormonas

Las ovejas de alta CCi presentaron mayor
concentracion de insulina en comparacion
con las ovejas de baja CCi (P < 0,05), asi como
las ovejas con una dieta de mantenimiento
tendieron a tener mayores concentraciones
de insulina que las subnutridas (P < 0,09; Ta-
bla 1). Las concentraciones de insulina se vie-
ron afectadas por la triple interaccion entre
CCi, tratamiento nutricional y dia (P < 0,05):
las ovejas con alta CCi mantuvieron niveles de
insulina altos hasta el estro, el grupo AC mos-
tré un aumento marcado al estro, y tras ese
dia ambos grupos disminuyeron (Figura 3).
Por otro lado, en las ovejas con baja CCi se
observé un claro efecto de la subnutricién,
disminuyendo las concentraciones que se
mantuvieron bajas hasta el final del ensayo.
En el grupo BC los niveles se mantuvieron es-
tables y no se observaron aumentos alrede-
dor del estro (Figura 3).



264

C. Sosa, et al. ITEA (2011), Vol. 107 (4), 257-271

]
=

Glucosa (mg/dL)
= =

== AC
- AS

--ﬂ--u Bc

50
1.2 1 *
-
3. 4. . s/
E 03 - ) N
E i’!’ \'\I -I’f‘
w 0.6 ==
. kY
‘Uﬂ 0.4 1 ‘\;J-I‘ul__-L,,*I"“-I---I
2 -
0
04 *
N l A
¢ -1 '; l‘l
E, o ,ﬁ:::i“i%‘.::%f""I“\\Im
g 02 'y -
o i
0,1 - . - , . . . . ,

5 =20 -15 -10 -5 ] 5

Dias (0 = estro)

Figura 2. Concentracion plasmatica de glucosa, AGNE y BHB en ovejas con una CCi moderadamente

alta (A) y moderadamente baja (B) alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5 (control, C)
veces sus requerimiento de mantenimiento. La flecha negra indica el comienzo
de la subnutricion. Los asteriscos denotan diferencias entre grupos, P < 0,05.

Figure 2. Plasma concentrations of glucose, AGNE and BHB of fat (A) and lean (B)

sheep fed 0.5 (undernourished, S) or 1.5 (control, C) times the requirements for maintenance.

The black arrow indicates the moment where undernutrition started.
Asterisks indicate differences between groups, P < 0.05.
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Figura 3. Concentracién plasmatica de insulina, leptina e IGF-I en ovejas con una CCi
moderadamente alta (A) y moderadamente baja (B) alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5
(control, C) veces sus requerimiento de mantenimiento. La flecha negra indica el comienzo

de la subnutricion. Los asteriscos denotan diferencias entre grupos, P < 0,05.

Figure 3. Plasma concentrations of insulin, leptin and IGF-I of fat (A) and lean (B)
sheep fed 0.5 (undernourished, S) or 1.5 (control, C) times the requirements for maintenance.
The black arrow indicates the moment where undernutrition started.

Asterisks indicate differences between groups, P < 0.05.
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Las concentraciones de IGF-l fueron mayores
en las ovejas con alta CCi que en las de baja CCi
(P <0,01; Tabla 1). No se observé efecto del tra-
tamiento nutricional ni de su interaccion con la
CCi. Las concentraciones de IGF-I tendieron a
estar afectadas por la triple interaccién entre
Cdi, tratamiento nutricional y dia (P = 0,07). Las
concentraciones a lo largo del tiempo tendie-
ron a ser diferentes entre los distintos grupos:
no se encontraron diferencias entre las ovejas
con alta CCi, subnutridas o control, los niveles
aumentaron alrededor del estro y disminuye-
ron posteriormente; mientras que se observo
un aumento en las concentraciones de IGF-l en
las BC con respecto a las BS en el primer mues-
treo post-tratamiento y los niveles volvieron
aumentar alrededor del estro. De forma simi-
lar a la glucosa, se detecté un aumento (P <
0,05) de IGF-I alrededor del estro en todos los
grupos exceptuando las BS, seqguido por una
disminucién hasta el dia 5 (Figura 3).

Las ovejas con alta CCi tendieron a presentar
mayores concentraciones de leptina que las
de baja CCi (P =0,1; Tabla 1). No se observé
efecto del tratamiento nutricional ni de su
interaccion con la CCi. La triple interaccién
dia x tratamiento x CCi no fue significativa, a
pesar de que se observaron diferencias pun-
tuales. El grupo AC presentd mayores con-
centraciones de leptina que el grupo AS en-
tre los dias -10 y -7 del ciclo (P < 0,05), dado
principalmente por una drastica caida de la
concentracién de leptina a partir del inicio de
la subnutricion en este ultimo grupo. Una dis-
minucién menos marcada se evidencioé en el
grupo BS (Figura 3). No se observaron dife-
rencias entre las ovejas con baja CCi.

Discusion

En este trabajo se pone en evidencia que la
respuesta endocrino-metabdlica a una res-
triccion alimenticia — 0,5 M — en ovejas de-
pende del grado de reservas corporales ini-
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ciales (0 memoria metabdlica), lo cual se evi-
dencia en los diferentes patrones observados
a lo largo del experimento en las concentra-
ciones de glucosa, BHB, insulina e IGF-I.

La subnutricién a mitad de los requerimientos
para mantenimiento provocé una disminu-
cién de 6 kg de PV en las ovejas con alta CCi
(CCi: 2,9) y de 7,3 kg en las ovejas con baja CCi
(CCi: 2,1). Resultados similares se encontraron
cuando se realizaron tratamientos de subnu-
tricién semejantes: ovejas con mejor CC (3,4)
perdieron 5 kg de PV (Sosa et al., 2009), mien-
tras que ovejas mas delgadas (CC de 2,9 y
2,8) perdieron 6,8 y 7 kg respectivamente
(Sosa et al., 2004; 2006). Esto podria deberse
a que animales mas engrasados (mayor CCy
PV) presentan un mayor porcentaje de lipidos
corporales (Caldeira y Portugal, 2007) obte-
niendo mas energia por kg de PV movilizado
(Williams et al., 1989) debido a la mayor con-
centraciéon energética de las grasas frente a
proteinas o carbohidratos (2 a 2,5 veces ma-
yor). Por otro lado, las ovejas AC mantuvieron
su PV coincidiendo con trabajos previos (Sosa
et al., 2004; 2006). Sin embargo, el grupo BC
aumenté su PV probablemente como una
respuesta compensatoria frente a la restric-
cion alimenticia anterior.

Las concentraciones de glucosa fueron ma-
yores en los grupos control respecto de los
subnutridos, lo que es consistente con los
tratamientos efectuados. Petterson et al.
(1993) no encontraron diferencias en con-
centraciones de glucosa basal entre ovejas
con dietas de 1 00,5 M, pero en este estudio
se tomd una Unica muestra. Sosa et al. (2009)
observaron que la subnutricion no afecté las
concentraciones de glucosa, pero la frecuen-
cia de muestreo fue menor a la del presente
estudio. Esta sefnal de energia disponible esta
finamente regulada aun en el rumiante (Chi-
lliard et al., 1998), y desencadena respuestas
endocrinas especificas como las que se ana-
lizaron en el presente estudio.
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La movilizacién de reservas provocada por la
subnutricién se observé en el aumento de los
AGNE tanto en animales con alta como con
baja CCi. Este mecanismo de adaptacién a la
restriccion de nutrientes es muy conocido y
ha sido descrito en rumiantes y en experi-
mentos similares al presente (Chilliard et al.,
1998; Sosa et al., 2006; 2009). No se observa-
ron diferencias en los niveles de AGNE de las
ovejas con alta y baja CCi tras la subnutricion,
a pesar de que las de alta CCi presentaban PV
y CCiniciales mayores que las de baja CCi (11
kg y 0,8 puntos de CC de diferencia, respec-
tivamente) sugiriendo una tasa de lipdlisis si-
milar entre estos grupos. Por otra parte, no
se observaron diferencias importantes en las
concentraciones de BHB entre grupos, sino
aumentos puntuales de los grupos subnutri-
dos frente a sus respectivos controles. Si bien
estos aumentos de BHB concuerdan con au-
mentos anteriores o simultaneos de AGNE en
estos grupos, el BHB no fue un buen indica-
dor de restriccion energética. El BHB es un
producto de la degradacion de los AGNE y se
esperaria que el aumento de éstos estuviera
acompafado por un aumento concomitante
de BHB en sangre (Bouchat et al., 1981; Chi-
lliard et al., 1998). Sin embargo es posible
que ese efecto se observe en situaciones mas
extremas de balance energético negativo
(por ejemplo, durante la gestacion tardia) y
no sea evidente en ovejas vacias.

Las concentraciones de insulina fueron ma-
yores en las ovejas con alta CCi en compara-
cién con las de baja CCi, reflejando un mejor
estatus energético. Un hallazgo interesante
de este trabajo fue la respuesta diferencial
frente a la restriccion alimenticia en esos dos
grupos de animales: mientras que en las ove-
jas AS las concentraciones de insulina dismi-
nuyeron 2 semanas después de haberse ini-
ciado el tratamiento, en las ovejas BS se
observé una caida importante en el primer
muestreo post-subnutricion. Teniendo en
cuenta los perfiles de glucosa de estos gru-
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pos, se puede sugerir que si bien en las ove-
jas con baja CCi, la disminucién de la glucosa
actué como sefial metabdlica para la regula-
cion de la secreciéon de insulina, en las ovejas
con alta CCi la secrecién de insulina fue —al
menos en parte— independiente de la caida
plasmatica de glucosa. La regulacién de la se-
creciéon de la insulina es compleja ya que se
ha demostrado en roedores que ademas de
la glucosa, intervienen la propia insulina, la
leptina y el IGF-I (ver debajo). Este hallazgo
podria implicar una adaptacion metabdlica
diferencial en la que las ovejas con niveles cri-
ticos de reservas energéticas responden ra-
pidamente a la ingesta diaria, mientras que
ovejas en un estado energético superior (re-
servas) presentan una mayor independencia
temporal de la misma. Bouchat et al. (1981)
sugirieron que cuando se comparan animales
delgados y gordos, hay diferencias impor-
tantes en la concentracion de metabolitos
en sangre en situaciones de ayuno, pero el
estudio realizado por estos autores no pudo
demostrar esta hipotesis. La disminucion de
insulina en animales BS es consistente con los
bajos niveles de glucosa y los altos de AGNE
que en conjunto reflejan un estado catabo-
lico acorde a la ingesta insuficiente de nu-
trientes. Si bien Petterson et al. (1993) no
pudieron demostrar una disminucion de in-
sulina frente a una subnutricién similar, el nu-
mero de muestras consideradas en ese estu-
dio es pobre y las diferencias numéricas
presentadas son importantes, lo que respal-
daria lo observado en el presente trabajo.

Se ha demostrado que una estrategia desa-
rrollada en el rumiante frente a la restriccion
alimenticia, es el desacoplamiento en el eje
GH-IGF-|, resultando en aumento de las con-
centraciones de GH y una disminucién en la
concentracioén circulante de IGF-I (Thissen et
al., 1994; Chilliard et al., 1998; Kobayashi et
al., 1999). Sin embargo, en nuestro estudio
no se observéd disminucion de esta ultima
hormona en ninguno de los grupos subnu-
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tridos. De forma similar, no se observaron
disminuciones importantes de IGF-| tras la
subnutricién en trabajos previos (Sosa et al.,
2006; 2009), observandose diferencias sélo al-
rededor del estro (Sosa et al., 2006). En el
presente estudio, las concentraciones de IGF-
| presentan un claro efecto de la CCi de los
animales siendo superiores las concentracio-
nes en las ovejas gordas, siendo el indicador
que mejor reflejo el efecto estatico de la nu-
tricion. Los niveles de IGF-I mas altos en ove-
jas gordas son consistentes con los niveles
mayores de insulina en estos animales (Mas-
hek et al., 2001). Se ha propuesto un efecto
estimulador de la insulina sobre la sensibili-
dad de GH hepatica y consecuente sintesis de
IGF-I (Butler et al., 2003; Rhoads et al., 2004).
Una accién reciproca puede proponerse en-
tre el pancreasy el higado ya que también se
ha demostrado una accién directa del IGF-I
sobre las células b-pancreéticas, especifica-
mente en la activaciéon de la glucoquinasa,
paso limitante para el metabolismo de la
glucosa pancreatica responsable de la secre-
cién de insulina (Yoshida et al., 2007).

El nivel de la leptina plasmatica es el resul-
tado de la reserva de adipocitos, pero tam-
bién se modula de una manera mas rapida a
través del nivel de alimentacion (Delavaud et
al., 2000). En el presente estudio, la leptina
tendié a ser mayor en las ovejas AC, expli-
cado por ser el grupo que presenta mayor
cantidad de grasa corporal y ser aquel que
esta recibiendo mayor nivel de alimentacion.
En este mismo sentido, en un trabajo previo
con condiciones corporales comparables al
grupo A del presente estudio (Sosa et al.,
2009), observamos importantes diferencias
entre el grupo control y el subnutrido. La
leptina disminuy6 drasticamente en las ove-
jas mas engrasadas tras la subnutricién, pero
esta disminucion no fue tan acusada en las
ovejas delgadas. Se ha demostrado que la
leptina ejerce efectos inhibitorios tanto en el
control de la expresion como de la secrecion
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de insulina directamente sobre las células
pancreaticas (humanos: Seufert et al., 1999;
roedores: Morioka et al., 2007). La caida mar-
cada de leptina observada en las ovejas AS
tras la subnutriciéon podria ser un estimulo
para el mantenimiento de insulina en plas-
ma, aun con dietas de 0,5 M y niveles de glu-
cosa mas bajos. Por otro lado, la disminu-
cion moderada en las concentraciones de
leptina tras la subnutricion en las ovejas del-
gadas y los niveles ya deprimidos de IGF-|
podria explicar la drastica disminucién de in-
sulina. Con lo anteriormente expuesto, se
podria especular que estas tres hormonas
clave —insulina, leptina e IGF-I- no sélo regu-
lan el flujo metabdlico, sino que su regula-
cion es inter-dependiente facilitando asi la
comunicacion entre estos tres tejidos. A su
vez, la leptina informa sobre el nivel de al-
macenamiento de energia periférica a re-
giones cerebrales y su accion inhibe el apetito
y disminuye la tasa metabdlica, por lo que la
disminucion de esta hormona en animales so-
metidos a una subnutricién facilitaria el res-
tablecimiento de la homeostasis (Chilliard et
al., 2005).

Al igual que en trabajos anteriores realizados
por Sosa et al., (2006; 2009) se evidencia el
aumento en el momento del celo de las con-
centraciones de los metabolitos. El resultado
de esta movilizacién de energia alrededor
del estro puede estar asociado al estrés y/o li-
beracion de corticosterona/cortisol que se
observa en varias especies incluidas los ovinos
(Lyimo et al., 2000; Sosa y col., datos sin pu-
blicar). Por otro lado, el aumento de insulina
e IGF-I alrededor del estro en ovinos ha sido
comunicado previamente (Vifioles et al.,
2005; Sosa et al., 2006; 2009). Estos aumentos
estarian asociados al estradiol-17b pre-ovu-
latorio que puede haber incrementado la se-
crecion pancreatica de insulina como ha sido
sugerido para ratas (Nadal et al., 1998; Mo-
rimoto et al., 2001) y sintesis de IGF-1 y/o sus
proteinas de unién como se ha determinado
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en ovejas y vacas (Clapper et al., 1998; Colak
et al., 2011). Asimismo, el aumento al estro
del IGF-I puede explicarse por el aumento
de insulina, ya que en vacas se ha descrito
que la insulina aumenta las concentraciones
hepaticas del mRNA de IGF-I (Butler et al.,
2003; Rhoads et al., 2004). Este estudio mues-
tra la relevancia de que en los estudios me-
tabdlicos los animales hayan sido sincroniza-
dos para presentar el celo al mismo tiempo,
y abre una nueva perspectiva respecto del
papel de las hormonas reproductivas sobre la
regulacion de las hormonas metabdlicas.

En conclusién, en este estudio se encontré
que los perfiles de glucosa, BHB, insulina e
IGF-I varian de forma diferente frente a una
restriccion alimenticia en funcion del grado
de reservas corporales de las ovejas en el mo-
mento de iniciarse la restriccion alimenticia.
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Resumen

La neosporosis, causada por el parasito Neospora caninum es una de las causas mas importantes de abor-
tos de ganado bovino a nivel mundial. En este trabajo se ha estudiado la presencia de anticuerpos frente
N. caninum en muestras de leche de tanque e individuales con un test ELISA indirecto comercial. Se vi-
sitaron y encuestaron 16 explotaciones catalanas de las que el 69% fueron positivas. Del analisis esta-
distico de la encuesta se obtuvo una relacion significativa entre la positividad del tanque y la presen-
cia de perros en la explotacién. Finalmente, se analizé individualmente la leche de cuatro granjasy los
resultados se relacionaron con los parametros de calidad de la leche correspondiente a cada vaca. Los
resultados demostraron de forma significativa que mayores niveles de anticuerpos en leche se relacio-
naban con porcentajes mas altos de proteina pero mas bajos de lactosa.

Palabras clave: neosporosis, anticuerpos, ELISA, leche, vacuno, prevalencia.

Summary
Study of neosporosis in bulk tank and individual milk samples and their relationship with farm
management and milk quality

Neosporosis is a disease caused by the parasite Neospora caninum considered one of the most impor-
tant cause of abortion on cows worldwide. We have studied the presence of antibodies against N. can-
inum analyzing the bulk tank and the individual milk using a commercial indirect ELISA test. Sixteen
farms were visited and surveyed and from them 69% were positives. Statistical analysis showed that the
antibodies were higher in the bulk tank in the herds in which dogs were present on the farm. Finally,
the individually cow’s milk was analyzed in four farms and the results were related with their individ-
ual milk quality parameters and it was observed that level of positivity to N. caninum in individual milk
was related to increased protein but to decreased lactose in milk.

Key words: neosporosis, antibodies, ELISA, milk, bovine, prevalence.
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Introducciéon

La neosporosis es una enfermedad causada
por Neospora caninum, un protozoo intrace-
lular obligado, estrechamente relacionado con
Toxoplasma gondii que se describié por pri-
mera vez en perros en 1984 (Bjerkas et al.,
1984). El ciclo de N. caninum es indirecto y exis-
ten tres estadios infectantes. Los dos primeros
estan en el interior de los huéspedes interme-
diarios (HI), principalmente en las vacas y el ter-
cer estadio son los ooquistes que excretan los
perros u otros carnivoros que son los huéspe-
des definitivos (HD) (McAllister et al., 1998).

Los HD ingieren los quistes al consumir parte
de placentas o fetos abortados de vacas in-
fectadasy en su interior se desarrolla la fase
sexual del parasito con la formacién de oo-
quistes que se excretan y esporulan en el
medio ambiente convirtiéndose en infec-
tantes para los HI (Almeria y Lopez-Gatius,
2009). Existe también la forma vertical o en-
ddégena de mantener la infecciéon en un reba-
Ao que se produce cuando la madre positiva
infecta al feto durante la gestacion mediante
trasmision transplacentaria (Trees y Williams,
2005) por lo que las hembras positivas con-
tribuyen al mantenimiento de la infecciéon
(Hietala y Thurmond, 1999).

La neosporosis esta asociada al riesgo de
aborto en vacas lecheras, la mayoria entre los
5-7 meses de gestacion. (Lopez-Gatius et al.,
2005). Durante la gestacion, los fetos pueden
morir en el Utero, ser reabsorbidos o momi-
ficados, pero si la gestacion llega a termino,
los terneros pueden nacer muertos o vivos
con sintomas clinicos o bien nacer clinica-
mente normales pero crénicamente infecta-
dos (Dubey, 2003).

El diagnostico en animales vivos se basa en la
deteccién de anticuerpos especificos anti-
Neospora en el suero sanguineo o en la le-
che. Se han desarrollado numerosas prue-
bas ELISA comerciales para la deteccion de

anticuerpos especificos con sensibilidad y es-
pecificidad elevada (Blumréder et al., 2004
Bartels et al., 2006). Algunos han sido adap-
tados para poder analizar muestras de leche
(Schares et al., 2004, Bartels et al., 2005). Re-
cientemente en Galicia se ha llevado a cabo
un estudio de la enfermedad en leche y en
suero sanguineo demostrando resultados
muy coincidentes en ambos tipos de mues-
tras (Gonzalez-Warleta et al. 2011).

Los objetivos del presente estudio fueron
evaluar la presencia de anticuerpos frente N.
caninum en muestras de leche de tanque en
16 explotaciones de ganado vacuno de Ca-
talufia, estudiar los posibles efectos y facto-
res de riesgo de la enfermedad mediante
una encuesta al ganadero y conocer si existe
relacién entre los niveles de anticuerpos anti-
Neospora en la leche individual y sus para-
metros de calidad.

Materiales y métodos
Obtencion de las muestras

Las muestras de leche se consiguieron a tra-
vés de la Asociacion Interprofesional lechera
de Catalufa (ALLIC), Cabrils (Barcelona). Esta
asociacion recibe diariamente muestras de
cada tanque de leche recogido en las gran-
jas 'y controlan sus parametros de calidad fi-
sico-quimicos y microbiolégicos. Mensual-
mente reciben las muestras individuales de
todas las vacas en lactacion para hacer el
control lechero. Para el estudio, las muestras
de leche cruda se recogieron en el laborato-
rio de la ALLIC y se trasladaron al laborato-
rio del CIPA de la Universidad de Lleida.
Tanto las muestras de leche de tanque como
las individuales se obtuvieron en frascos de
plastico con un volumen aproximado de 25
ml a 4°C conservadas con azidiol (conser-
vante bacteriostatico) en el caso de leche de
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tanque o bronopol (conservante bactericida)
en el caso de leche individual. ALLIC facilito
los correspondientes resultados del analisis
de los parametros de calidad: grasa, proteina,
lactosa, extracto seco magro (ESM), células
somaticas y urea.

Tipo de muestras y toma de datos

Se analizaron 16 muestras de tanque que co-
rrespondieron a explotaciones que se visita-
ron y encuestaron (8 de la provincia de Bar-
celona, 4 de Lleida y 4 de Girona). No se
analizaron muestras de la provincia de Ta-
rragona debido al escaso numero de granjas
de vacuno lechero en esta provincia. La en-
cuesta constaba de 46 preguntas que se hi-
cieron directamente al ganadero. Las pre-
guntas estaban relacionadas con datos de la
explotacién, los nacimientos, los abortos, el
manejo de los fetos abortados, la presencia
de perros en la explotaciéon y su contacto (o
el de sus heces) con las vacas o con el pienso,
forraje etc., de manera que se pudieran evi-
denciar posibles sintomas, problemas repro-
ductivos o cuadros clinicos de neosporosis.

En un segundo apartado se analizaron indi-
vidualmente 261 muestras de leche de cuatro
granjas positivas (de 60, 96, 52 y 53 vacas en
lactacion en el momento del analisis) en el es-
tudio anterior y de cada muestra se obtuvie-
ron datos de los parametros de calidad pro-
porcionados por ALLIC.

Andlisis de anticuerpos anti-Neospora
de las muestras

Para la deteccion de los anticuerpos anti-Ne-
ospora en la leche, tanto de tanque como in-
dividual, se utilizé un kit comercial de ELISA
indirecto: (CIVTEST® anti-Neospora; Hipra,
Girona). Esta técnica utiliza como antigeno
un lisado del taquizoito completo denomi-
nado NC-1 (Dubey, 1988) que se encuentra
adherido a las microplacas del kit. Se siguie-

ron las instrucciones del fabricante utilizando
los reactivos y los controles positivos y nega-
tivos suministrados en el kit.

Las muestras de leche cruda se desnataron
centrifugdndose a 4° C a 1000 g durante 15
minutos. Para el analisis se dispensaron 100 pl
de leche desnatada por muestra directamente
en los pocillos de la placa del kit. Después de
anadir los controles se mantuvo la placa du-
rante 16-18 horas en la nevera a 4° C. Después
del lavado se afadieron 50 pl de la solucién
de conjugado y la placa se incub6 en estufa a
37° Cdurante 60 minutos. Después de otro la-
vado se dispensaron 50 pl de la solucién cro-
mogena y se mantuvo a temperatura am-
biente durante 15 minutos. Finalmente, se
frend la reaccién con 50 pl de la solucién de
parada y se cuantifico el color de los pocillos
de la placa utilizando un lector ELISA equi-
pado con un filtro de 405 nm. El color de
cada pocillo expresado en densidades 6pticas
(DO) sera proporcional a la cantidad de anti-
cuerpos especificos anti-Neospora.

Para la interpretacion de los resultados se
calculé el indice relativo x 100 (IRPC) de cada
muestra:

IRPC = [(DO,,;muestra — Media DO, Control
negativo) / (Media DO, Control positivo —
Media DO,,; Control negativo)] *100.

Interpretacién de los resultados

En el protocolo del kit, para la leche de tan-
que, cuando el valor de IRPC es menor o igual
a 3,0 se considera que la prevalencia de anti-
cuerpos anti-Neospora en los animales que
aportan leche al tanque es inferior al 5-10%
y cuando el IRPC es mayor que 3,0 la preva-
lencia estara por encima del 10%. En nuestro
estudio y para poder analizar estadistica-
mente los resultados, las explotaciones con
valores menores o iguales a 3,0 se considera-
ron negativas y las superiores a 3,0 positivas.
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Siguiendo el protocolo del kit, para la leche
individual, cuando el valor de IRPC es menor
oigual a 4,74 la muestra es considerada ne-
gativa a N.caninum, y cuando es superior a
4,74 positiva.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de asociacién entre la
variable discreta IRPC (positiva; negativa) y
los factores de riesgo obtenidos a partir de
las respuestas de la encuesta. Las preguntas
y los niveles de respuesta fueron las si-
guientes: tamafo explotacion (grande; me-
diana; pequefa) terneros nacidos con menor
peso (alguna vez; nunca), mortalidad de ter-
neros al nacimiento (frecuente; alguna vez;
nunca), estacion del aino con mas abortos
(verano; sin predominio), trimestre de ges-
taciéon con mas abortos (primero; segundo y
tercero), presencia de restos de abortos y
placentas (si; no) presencia de perros (si; no)
y observacion de heces de perro en la granja
(normalmente; alguna vez; nunca). Este ana-
lisis se ha realizado mediante el procedi-
miento FREQ del SAS version 9.2 (Stalistical
Analysis Software, Cary, NC). El efecto de los
diferentes factores de riesgo sobre la varia-
ble continua nivel de IRPC ha sido analizado
mediante un andlisis de varianza para cada
factor mediante el procedimiento GLM del
paquete estadistico SAS. En el caso de las
muestras de leche individuales los parame-
tros de calidad de la leche también se rela-
cionaron con el IRPC, tanto por regresion li-
neal (IRPC como variable explicativa), como
por analisis de varianza para analizar si exis-
tia alguna diferencia entre los animales po-
sitivos y los negativos.

Resultados

De las 16 explotaciones analizadas en este es-
tudio, 11 (68,8%) fueron positivasy 5 (31,2%)
negativas. En la provincia de Barcelona fue-
ron positivas 6 de las 8 granjas analizadas y
3 en Gironay 2 en Lleida de las 4 granjas ana-
lizadas en cada una de estas provincias.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de los
principales factores relacionados con la media
del IRPC para cada respuesta y su significacion.
Al relacionar los diferentes factores conside-
rados como variables discretas en la encuesta
con la variable continua IRPC, se observé que
habia un efecto significativo (P<0,05) entre el
riesgo de la presencia de perros y la presencia
de anticuerpos en leche de tanque en las ex-
plotaciones analizadas. En 10 de las 11 explo-
taciones positivas y en 3 de las 5 negativas ha-
bia presencia de perros. Ningun otro factor de
la encuesta resulté significativo.

Los resultados del analisis de regresion GLM
entre el IRPC de la leche de 261 vacas y los pa-
rametros de calidad individual como varia-
bles continuas se muestran en la Tabla 2. Los
parametros afectados significativamente por
el IRPC fueron la proteina y la lactosa, de
forma que las vacas con mas anticuerpos pro-
dujeron leche con mayor porcentaje de pro-
teina y menor porcentaje de lactosa (P<0,01).
En la Tabla 3, se puede observar la relacion
entre los diferentes parametros de calidad de
la leche segun la positividad a Neospora de la
vaca (83 vacas positivas y 178 negativas). Los
datos de los parametros de calidad de la le-
che de los animales analizados son algo su-
periores a la media de los datos del mismo
mes del estudio durante 7 afios (febrero)
(3,82% de grasa, 3,18% de proteina, 4,66%
de lactosa y 8,57% de ESM) (www.allic.org).
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Tabla 1. Resultados de la regresiéon (GLM) de las 16 explotaciones encuestadas
entre los diferentes niveles de respuesta obtenidos en la encuesta y la media del IRPC
(niveles de anticuerpos anti-Neospora mediante ELISA indirecto)
Table 1. Regression results (GLM) of the 16 farms relating different levels of response obtained
in the survey and the IRPC (antibody anti-Neospora levels by indirect ELISA)

Factores de riesgo Niveles Media IRPC Desviacion
estandar
Tamario explotacién Grande (> 150 vacas) 8,26 2,82
Mediana (50-150 vacas) 7,02 2,82
Pequefia(< 50 vacas) 6,96 2,30
Terneros nacidos con menor peso Alguna vez 6,88 2,41
del esperado Nunca 8,19 1,80
Mortalidad de terneros al poco Frecuente 10,69 2,56
de nacer (15 dias) Alguna vez 6,52 2,09
Nunca 5,25 2,56
Estacion del afio con mayor Verano 9,36 3,07
porcentaje de abortos No hay predominio 6,8 1,60
Trimestre de gestacion con mayor Primero 7,70 2,21
porcentaje de abortos Segundo y tercero 7,08 1,92
Presencia de restos de aborto y placentas  Si 8,76 3,10
No 6,96 1,62
Presencia de perros Si 8,81* 1,36
No 1,98 2,61
Observacién de heces de perro Normalmente 9,74 2,43
alrededor de la granja Alguna vez 9,45 2,43
Nunca 4,35 1,99
* P<0,05.

Tabla 2. Resultados de la regresion (GLM) de los 261 andlisis de las muestras de leche expresados
en IRPC (niveles de anticuerpos anti-Neospora mediante ELISA indirecto) y los parametros
de calidad con los valores de la pendiente de la recta (b) y la significacion
Table 2. Results of regression (GLM) of the 261 individual tests in IRPC (antibody anti-Neospora levels
by indirect ELISA) and the quality parameters with the values of the line slope (b) and significance

Factor Grasa Proteina Lactosa ESM log (cel) Urea

b 0,003 0,007** -0,003** 0,003 0,003 -0,660

** P <0,01.



C. Nogareda, R. Colomé, M. Navarro, R. Armengol y A. Jubert ITEA (2011), Vol. 107 (4), 272-280 277

Tabla 3. Resultados de la regresion (GLM) entre los parametros de calidad de la leche de 261 vacas
diferenciando animales positivos y negativos a anticuerpos anti-Neospora mediante ELISA indirecto
Table 3. Regression results (GLM) of the milk quality parameters of 261 cows differentiating negative
and positive animals to antibody anti-Neospora by indirect ELISA

Media animales Desviacion Media de los Desviacion
positivos estandar animales negativos estandar
Grasa (1) 3,896 0,083 3,829 0,051
Proteina (1)** 3,495 0,051 3,331 0,032
Lactosa (1)** 4,761 0,033 4,867 0,020
ESM (1) 8,999 0,054 8,966 0,033
log (cel) (2) 2,055 0,067 1,983 0,041
Urea (3) 207,00 8,941 216,55 5,705
** P<0,01.

(1) % Peso/Peso; (2) células somaticas (x1000/ml); (3) mg/l.
(1) % Weight/Weight; (2) somatic cells (x1000/ml); (3) mg/I.

Discusion

El presente estudio es el primero que se ha
realizado analizando la neosporosis en mues-
tras de leche de tanque e individual en Ca-
talufia. Otros autores utilizando otro kit co-
mercial (Herd Check Anti-Neospora ELISA,
IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA)
para determinar la presencia de anticuerpos
en leche han comprobado que es una mues-
tra valida para el andlisis de la prevalencia de
anticuerpos de esta enfermedad (Schares et
al., 2004, Wapenaar et al., 2007).

A diferencia del calostro, el contenido de in-
munoglobulinas en la leche es casi 30 veces
menor que en el suero de la sangre (Korho-
nen et al., 2000), pero aun asi es una muestra
a tener en cuenta para el diagnéstico de la
neosporosis. Las ventajas del uso de la leche
es su facil obtencion a través de las empresas
que realizan el control lechero, una vez ellos
han finalizado sus analisis (suelen obtener
muestras de tanque cada dia y muestras in-
dividuales por vaca una vez al mes) ya que no
se molesta ni a las vacas ni a los ganaderos. La

desventaja es que sélo obtenemos muestra de
las vacas que estan en lactacion en el mo-
mento de la recogida de muestras. Resultados
previos a este estudio demostraron que la
enfermedad se encuentra en casi el 90% de
las explotaciones catalanas (Nogareda et al,
sometido), sin detectarse diferencias impor-
tantes entre zonas geograficas. Para ello se
analizaron 90 explotaciones de las 814 cen-
sadas en el momento del estudio. Estos re-
sultados nos animaron a estudiar y encuestar
de manera mas profunda a dieciséis granjas
de las zonas lecheras de Catalufia. Somos
conscientes que las 16 granjas encuestadas
son una muestra reducida de la poblacién
total y eso ha dificultado poder encontrar di-
ferencias significativas que relacionen las res-
puestas de los ganaderos con los resultados
de los analisis en el tanque de leche. Sin em-
bargo, se observé una relacién significativa
entre los niveles de anticuerpos anti-Neos-
poray la presencia de perros en las explota-
ciones ya fueran propios o forasteros ocasio-
nales. Estos resultados son destacables ya que
confirman que los perros juegan un papel
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importante en la transmision de la enferme-
dad. Wouda et al. (1999) observaron que en
explotaciones donde los perros no estaban
presentes la seroprevalencia fue significati-
vamente menor que en granjas donde si lo es-
taban. También Vazquez-Moreno (2007), ob-
servd una asociaciéon positiva entre la
seropositividad del perro y la de las vacas al
estudiar la presencia de N. caninum en po-
blaciones de perros de granja.

Como las vacas se pueden infectar al ingerir
ooquistes esporulados que provienen de las
heces de los perros se pregunté al granjero si
habia observado heces de perro alrededor de
la explotacién, pero no se obtuvieron resul-
tados significativos entre la positividad del
tanque y sus respuestas (Tabla 1). Sin em-
bargo debe destacarse que la media de los ni-
veles de anticuerpos de los tanques fue me-
nor (4,35) cuando la respuesta fue que nunca
observaron heces de perro alrededor de la
granja, comparada con los niveles medios
obtenidos cuando las heces se observaban
normalmente (9,74) o alguna vez (9,45). Esta
amplia diferencia demuestra la importancia
de las heces de los perros en la transmision de
la enfermedad en las granjas. También se pre-
guntoé en la encuesta sobre diferentes reper-
cusiones clinicas descritas de la enfermedad,
como la existencia de abortos, el trimestre de
gestacioén, el porcentaje de terneros nacidos
muertos, o bien de terneros con lesiones mus-
culares o con menos peso del normal sin ob-
tenerse relaciones significativas. Tal como se
ha mencionado anteriormente, se necesitaria
un numero mayor de granjas y mas estudios
para poder relacionar correctamente estas
respuestas con el muestreo de los tanques.

Como el ciclo biolégico de la enfermedad se
mantiene al infectarse los perros al consumir
carne o fetos abortados infectados, se pre-
gunto si los restos de los abortos se controla-
ban (es decir si el manejo de la granja facilita
que los residuos biolégicos puedan ser consu-
midos por los perros). No se evidencié ninguna
relacién entre este control y los resultados de

los andlisis. Hay que tener en cuenta que el ga-
nadero no siempre puede controlar la pre-
sencia de perros o sus heces o retirar los fetos
u otros restos de abortos ya que durante la
noche son dificilmente controlables. Respecto
al tamafno de la explotacién, no se observé
ningun efecto significativo pero se aprecio
que las explotaciones grandes (correspon-
dientes a explotaciones de mas de 150 vacas)
eran mas positivas que las pequenas.

Al disponerse de los resultados de los para-
metros de calidad de la leche individual que
facilité ALLIC, se pudieron comparar estos
resultados con el nivel de anticuerpos de ca-
da vaca. No se observaron diferencias entre
vacas positivas y negativas en cuanto a grasa,
extracto seco magro, células somaticas o can-
tidad de urea de la leche. Pero si se obtuvie-
ron diferencias significativas de manera que
las vacas con mas anticuerpos anti-Neospora
producian leche con mayor porcentaje de
proteina, pero a su vez con menor porcentaje
de lactosa. Al estudiar esta relacién la recta
(b) da valores muy bajos debidos segura-
mente a la intervencién de otros factores
que influyen en los porcentajes de proteina
y lactosa. Sin embargo, estas diferencias sig-
nificativas se confirmaron al comparar la me-
dia de la proteina y la lactosa de los anima-
les positivos y de los negativos donde se
observa claramente que la media de la pro-
teina de los animales positivos es significati-
vamente superior que la de los negativos y
por el contrario, la media de la lactosa es sig-
nificativamente inferior en las vacas positivas
que las negativas. Segun Pfeiffer et al. (2002)
la proteina en la leche podria verse afectada
en animales positivos a neosporosis, pero en
su trabajo no queda claro de qué manera
afecta. No se ha encontrado ningun otro es-
tudio donde se observe que la proteinay la
lactosa se vean afectadas por la infeccion
como tampoco se ha hallado para ninguin
otro parametro de calidad de leche. De he-
cho Hall, et al. (2005) no encontraron dife-
rencias significativas ni en la proteina nien la
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produccién de grasa entre las vacas seropo-
sitivas y las seronegativas a Neospora confir-
mado en otro estudio posterior (Hall, et al.,
2006) en el que volvieron a demostrar que no
habia ningun efecto para la proteina y para
la grasa ni en las células somaticas. Por tanto,
el efecto de la proteina y la lactosa provo-
cado por el aumento de anticuerpos no es fa-
cil de justificar y deberian hacerse mas estu-
dios para demostrar esta relaciéon. Por otra
parte, no se cree que el aumento de inmu-
noglobulinas en la leche debido a los anti-
cuerpos anti-Neospora sea suficiente como
para aumentar significativamente este pa-
rametro, ya que éstas representan un por-
centaje muy bajo de las proteinas totales de
la leche (Korhonen et al., 2000).

A la vista de estos resultados se puede de-
ducir que los analisis de anticuerpos anti-Ne-
ospora de las muestras de leche de tanque
son orientativos, pero pueden ser una buena
opcién para llevar un control de la enferme-
dad en las granjas. Debido a que la obtencién
de una vacuna eficaz que prevenga la neos-
porosis estd aun en fase de estudio (Aguado-
Martinez et al., 2009, Monney et al., 2011), el
analisis individual de la leche, al igual que el
analisis del suero sanguineo, seria muy util
para controlar la transmisiéon vertical en la
granja, ya que es aconsejable deshacerse de
las vacas positivas (Hall et al., 2006).

Ademas de la restriccion de la entrada de pe-
rros en las granjas bovinas, otra estrategia
para reducir el riesgo de aborto en vacas posi-
tivas es su inseminaciéon con semen de vacuno
de carne, con lo que disminuye la prevalencia
de la neosporosis al descartar a las hijas como
reposicion. Por otro lado, se ha demostrado
que la inseminacién con semen de vacas car-
nicas, sobre todo de la raza Limusina reduce el
porcentaje de abortos en las vacas positivas
(Lopez-Gatius et al., 2005, Almeria et al., 2009).

Las principales conclusiones de este estudio
serian las siguientes: Mediante el analisis de
leche de tanque se observé una alta preva-
lencia de anticuerpos frente N. caninum en

las explotaciones analizadas, aunque las ti-
tulaciones predominantes fueron bajas. Me-
diante encuestas a los ganaderos, se obtuvo
una relacion significativa entre la presencia
de perros en la explotacion y la positividad
de los tanques de leche. Las vacas con anti-
cuerpos anti-Neospora produjeron leche con
un porcentaje significativamente mas alto
de proteina pero mas bajo de lactosa que los
animales sin anticuerpos.
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Resumen

Los suelos de los huertos son sometidos a una explotacion intensiva, por lo que es importante hacer un
buen manejo en su fertilizacion organica con el objetivo de lograr mayor precision a la hora de llevar a
cabo dicha fertilizacion y obtener a su vez incrementos sostenidos de los rendimientos, sin que se dete-
rioren los mismos; para ello se llevd a cabo un estudio en dos huertos intensivos, donde se determina-
ron los niveles criticos externos de fésforo, potasio y materia organica; se evaluaron ademas los efectos
combinados de dosis de compost de estiércol vacuno (0, 5, 10 y 15 kg/m2), aplicados en tres momentos
(al inicio, cada dos cultivos y en cada cultivo) en una secuencia de hortalizas, durante tres aios; mediante
un disefio de bloques al azar con arreglo factorial y tres repeticiones. Se realizaron muestreos en los sue-
los al inicio y al término de cada ciclo de cultivo, determinandose el pH (H,0), fésforo, potasio y el % de
materia orgdnica. Del anélisis de los resultados se obtuvieron los limites criticos: fésforo (16 mg/100 g),
potasio (20 mg/100 g) y materia organica (11 %); cuando los valores estén por debajo de los anteriores,
se debe aplicar 10 kg/m? de compost de estiércol vacuno cada dos cultivos, para lograr rendimientos por
encima de 30 kg/m? de hortalizas por ciclo, si los valores fueran superiores, no se aplica.

Palabras clave: Compost de estiércol, rendimiento, hortalizas.

Summary
Optimization of the organic fertilization through critical levels of phosphorus, potassium and organic
matter in intensive orchards soils

Soils of the orchards are subjected to an intensive exploitation, for that reason is important to make a
good handling in their organic fertilization with the objective of achieving bigger precision when to carry
out this fertilization and to obtain sustained increments of the yields in turn, without they deteriorate
the same ones; for it, a study in two intensive orchards was carried out, where the critical external lev-
els of phosphorus, potassium and organic matter contents were determined; the combined effects of dose
of compost of bovine manure (0, 5, 10 and 15 kg/m?) applied in three moments (beginning, each two
cultivations and in each cultivation) in a vegetable sequence were also evaluated, during three years; by
means of a random block design with factorial arrangement and three repetitions. Soil samplings, at be-
ginning and at the end of each cultivation cycle were maken to determine pH (H,0O), phosphorus, potas-
sium and of organic matter percent. Of the analysis results, the following critical limits were obtained:
phosphorus (16 mg/100 g), potassium (20 mg/100 g) and organic matter (11 %); when these values are
for under, 10 kg/m? of compost of bovine manure should be applied each two cultivations, to achieve
yields above 30 kg/m? of vegetables for cycle; if the values were superior to them, it is not applied.

Key words: Compost of manure, yield, vegetables.
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Introducciéon

El método de produccion de alimentos en las
ciudades o agricultura urbana como se de-
nomina, es definido por Pérez (1995) y Com-
panioni y col (1998), como toda produccién
agricola o pecuaria que se realiza dentro de
las ciudades o en su periferia hasta el limite
aquel donde recibe influencia directa de la
ciudad sobre su desarrollo, o su proceso pro-
ductivo transcurre en vinculacién directa con
el factor urbanistico o con sus pobladores.

En Cuba la agricultura urbana ha alcanzado
un auge extraordinario a través de la pro-
duccién de vegetales en la modalidad de
huertos intensivos fundamentalmente. Esta
modalidad debe producir hortalizas todo el
afno; por lo que los suelos de los huertos son
sometido a una explotacién y manejo inten-
sivo, donde la extraccion de las distintas hor-
talizas, mas el riego constante provocan de-
terioro de las propiedades fisicas, quimicasy
bioldgicas, y por tanto disminucién de la fer-
tilidad y los rendimientos.

Es por ello que un gran nimero de investi-
gadores como Carrién y col. (1995), Arias
(1996), Abad (1997), Companioni y col.
(1998), Heredia (1998), Pérez (1999) y Caba-
llero y col. (2003), plantean que para lograr
altos rendimientos en este sistema se hace
necesario entre otras cosas el uso continuo
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de residuales organicos que garanticen in-
crementos altos y sostenidos de los rendi-
mientos y que a su vez mantenga la fertili-
dad de los suelos.

Por todo lo anteriormente planteado el pre-
sente trabajo tuvo como objetivo la determi-
nacién de los niveles criticos externos de P,O,
K,Oy de materia organica, en suelos de huer-
tos intensivos, con vista a tener una opcién
mas que permita recomendar la fertilizacion
organica en este sistema de produccion.

Materiales y métodos

Las investigaciones se condujeron en dos
huertos intensivos (autoconsumo del Centro
Nacional Avicola de la provincia —CAN Pro-
vincial- y del productor Ernesto Camacho),
sobre suelos Pardo Sialitico Mullido (Her-
nandez y col., 1999). Los contenidos iniciales
de los suelos fueron realizados segun ONN
(1999 a, b, ¢) y se presentan a continuacion
en la Tabla 1, donde se observa que el con-
tenido de fésforo es bajo y el potasio es me-
dio, segun el método utilizado (extraccion
con H,50,, 0.1N) y la materia organica obte-
nida por el método de incineracién es baja.
Es por ello que el contenido inicial de los nu-
trientes del sustrato se considera pobre.

Tabla 1. Principales caracteristicas quimicas iniciales de los suelos
Table 1. Principals initial chemical characteristics of soils

mg/100 g de suelo

pH (KCl) P,O5

K,0 M.O (%)

1 2 1 2

1 2 1 2

6.1 6.9 12.15 13.20

22.40 15.03 8.39 7.80

(1) Huerto CAN Provincial.
(2) Huerto del productor Ernesto Camacho.
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El compost de estiércol vacuno utilizado en el
estudio fue analizado antes de ser aplicado y
sus principales caracteristicas quimicas se ex-
ponen en la Tabla 2, donde se observa que los
valores estan dentro de los rangos permisibles
para que el abono pueda ser utilizado.

Tabla 2. Caracteristicas quimicas

del compost de estiércol vacuno

Table 2. Quemical characteristics
of bobine manure compost

Compost de
estiércol vacuno (%)

N P K M.O

1.86 0.72 1.02 49.20

Los contenidos de N, P, K, y M.O se determi-
naron segun DNSF (1992).

Los factores estudiados fueron los siguientes:
dosis de estiércol vacuno (0; 5; 10y 15 kg m?)
aplicados en tres momentos de aplicacién (al
inicio solamente, cada dos cultivos durante la
rotacion de hortalizas y en cada cultivo) me-
diante un disefo de bloques al azar con arre-
glo factorial y cuatro réplicas, en parcelas ex-
perimentales que tenian 1 m?, dejando 0.50 m
de area de borde entre cada una de ellas.

El abono orgénico se aplicé en la superficie
de cada parcela de acuerdo a la dosis y el
momento de aplicacion; se incorporo en los
primeros 20 cm de profundidad, se mezclo
con el suelo y luego se procedio a la siembra.
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Para la rotaciéon de hortalizas, los producto-
res tuvieron en cuenta la demanda de los
consumidores, por ello se roté de la forma si-
guiente: lechuga (Lactuca sativa L.), cebo-
llino (Allium fitulosum), remolacha (Beta vul-
garis L.), rabanito (Rapahanus sativus L.),
acelga (Barisaca rapa).

La eliminacién de plantas indeseables, el riego
y las atenciones fitosanitarias se hicieron de
acuerdo a lo establecido por MINAG (1998).

Los analisis finales de los suelos se realizaron
segun ONN (1999 a, b, ¢).

Para determinar el rendimiento, en cada co-
secha, durante el ciclo de hortalizas se tomé
el peso de las mismas por parcelas en kg m
2y se evalud finalmente el acumulado total
de cada ciclo mediante analisis de varianza
de clasificacion doble y la prueba de rangos
multiples de Duncan para un nivel de signi-
ficacion del 5%, donde hubo significacién.
Para la determinacion de los niveles criticos,
se utilizé el rendimiento relativo de cada
parcela contra el valor que le correspondia
de fésforo, potasio y materia organica, esto
se hizo utilizando los datos de los dos huer-
tos, (96 datos), segun la metodologia de
Waugh, Cate y Nelson (1974).

Por ultimo, para el andlisis econémico (Tabla
3) se considero el precio de venta de los pro-
ductos (2,20 $ kg™). En el caso del costo del
estiércol vacuno ($ kg') de acuerdo a los
precios vigentes en moneda nacional; para la
transportacion se estimé en base a $ 80.00 el
viaje de 4 t por 10 km de radio y la aplicacién
a $2.00 por cantero de 50 m.

Tabla 3. Costo total de materiales empleados
Table 3. Total materials cost used

Abono Organico Material ($ kg™)

Transporte ($ kg™)

Aplicacion ($ kg')  Total ($ kg' m2)

Compost de

., 0.020
estiércol vacuno

0.040

0.020 0.080




284

El beneficio econdmico se calculé teniendo
en cuenta, la comparacion de la dosis 6p-
tima y el tratamiento testigo de la investiga-
cion, al cual no se le aplicé en ningun mo-
mento abono organico (Testigo Absoluto),
ademas, la aplicacién orgdnica que tiene es-
tablecido el productor para la produccion de
hortalizas (Testigo Relativo).

Resultados y discusion

El efecto ejercido por el compost de estiércol
vacuno sobre el rendimiento y su momento
de aplicacion, en el acumulado de cosechas
de los dos huertos, se presenta en los cuadros
4y 5 respectivamente.
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Como puede apreciarse en las tablas, la res-
puesta es por separado al no existir interac-
cion entre los factores, por lo que en ambos
huertos la dosis de 10 kg m~ resulté ser la de
mayores rendimiento y la aplicacién cada dos
cultivo durante la rotacién, resulté ser la me-
jor opciéon estadisticamente. Este resultado
coincide con los obtenidos por Caballero y col.
(2001 y 2003) en cultivos horticola de huertos
intensivos con el mismo tipo de suelo. Tam-
bién reportan resultados similares con cultivos
horticolas, pero en la modalidad de organo-
poénico y en casa de cultivos protegidos, Ca-
rrién y col. (1998), Companioni y col. (1998),
Heredia (1998) y Guevara y col. (2004).

Lo ocurrido con el contenido de las princi-
pales caracteristicas quimicas del suelo en
los dos huertos al finalizar los ciclos horti-

Tabla 4. Efecto de la aplicacién de compost de estiércol vacuno
sobre el rendimiento acumulado en dos huertos
Table 4. Effect of the bovine manure compost application
on the accumulated yield in two greengarden

Rendimiento acumulado (kg m2)

Dosis (kg m2)
Compost de estiércol vacuno

Huerto CAN Provincial

Huerto Productor Camacho

0 13.89d 13.66¢
5 21.73¢ 24.16°
10 34.13° 32.15°
15 32.44b 31.912
Es X 0.6946* 0.6613*

a, b, ¢, d... Media con letras iguales no difieren a p < 0.05, segiin prueba de Duncan.

colas, se relaciona estrechamente con la res-
puesta obtenida en los rendimientos (figu-
ras 1y 2).

Los contenidos de fésforo, potasio y materia
organica aumentan significativamente a par-
tir de la aplicacion de 10 kg m2 de compost

de estiércol vacuno, sin diferencia significa-
tiva con la dosis de 15 kg m™, lo que eviden-
cia el efecto favorable que este abono causa
en las propiedades quimicas del suelo, a pe-
sar de las pérdidas de nutrientes que ocurren
por la alta frecuencia de riego y la exporta-
cion nutrientes por los cultivos.
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Tabla 5. Comportamiento del momento de aplicacion del compost
de estiércol vacuno en el rendimiento de la secuencia de hortalizas
Table 5. Application moment behavior of the bovine manure
compost in the sequence vegetable yield

Rendimiento acumulado (kg m=2)

Momentos de aplicacion
Compost de estiércol vacuno

Huerto CAN Provincial

Huerto Productor Camacho

Inicio 23.05P 23.98P
Cada dos cultivos 27.13° 26.46°
En cada cultivo 26.47° 25.96°
Es x 0.6015* 0.4717*

a, b, ¢, d... Media con letras iguales no difieren a p < 0.05, segin prueba de Duncan.
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Figura 1. Influencia del compost de estiércol sobre las principales
propiedades quimicas del suelo en el huerto del CAN.
Figure 1. Manure compost influences on the main chemical properties
of the soil in CAN greengarden.

Se debe recordar que en el trépico la mete-
orizacion de los materiales organicos es mu-
cho mas violenta y la duracién de los nu-
trientes en los sustratos no es duradera y
poco aprovechada por las plantas. Por otra
parte, se estan utilizando en la rotacién cul-

tivos de ciclos cortos, lo cual justifica aun
mas lo que sucede en estos sistemas de ex-
plotacion intensiva de producciones horti-
colas. Lo anterior justifica el incremento sos-
tenido de los rendimientos debido a la dosis
y el momento de aplicacién del compost de
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Figura 2. Influencia del compost de estiércol sobre las principales
propiedades quimicas del suelo en el huerto del productor Camacho.
Figure 2. Manure compost influences on the main chemical
properties of the soil in the Camacho greengarden.

estiércol vacuno recomendados en el estu-
dio, ya que su efecto residual cubre dos cul-
tivos, sin deterioro para el suelo.

Resultados similares reportan Pérez y col.
(2001), Caballeroy col. (2002, 2004) y Chaveli
y col. (2006).

En la Tabla 6 se presenta la determinacién de
los niveles criticos en la modalidad de huer-
tos intensivos, donde se observa que para el
caso del P,Oq, el nivel critico encontrado fue
de 16 mg/100g de suelo con un RZsignifica-
tivo de 0.81; al K,O le correspondié un nivel
critico de 20 mg/100g de suelo con un RZsig-
nificativo de 0.74, mientras que la materia or-
ganica tuvo un R? significativo de 0.79 con un
nivel critico de 11.00%.

Teniendo en cuenta la respuesta obtenida en
los rendimientos y el valor de los niveles criti-
cos determinados se recomienda lo siguiente:

Todo huerto intensivo que su suelos sea Par-
dos Sialiticos Mullido sin Carbonatos, y que
sus valores de foésforo, potasio y materia or-

ganica se encuentren por debajo de 16
mg/100g de suelo, 20 mg/100g de sueloy 11
% de materia orgdnica respectivamente, se
le debe aplicar la dosis de 10 kg m2 de com-
post de estiércol vacuno cada dos cultivos du-
rante la rotaciéon para obtener rendimientos
sostenidos por encima de los 30 kg m~.

Caballero y col. (1999) reportan un nivel cri-
tico de materia organica de 12 % en un suelo
Pardo Sialitico (Hernandez y col., 1999), valor
casi coincidente al obtenido en este estudio.
Con respecto al fésforo y al potasio no se
tiene referencia alguna de que se hayan de-
terminado hasta el momento para estas con-
diciones.

En la Tabla 7 se expone el beneficio econé-
mico obtenido en la modalidad de huertos
intensivos, donde se observa que en el
huerto del CAN provincial el beneficio fue de
34.93 $ m2 ciclo para el caso del testigo ab-
soluto y 23.93 $.m™ ciclo™' cuando se com-
pard contra el testigo relativo. En el caso del
Huerto del productor Camacho, ascendié a
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Tabla 6. Niveles criticos de P,O., K,0 y Materia Organica en suelo de Huertos Intensivos
Table 6. Critical levels of P205, K20 and Organic Matter in greengarden soils
P,O, K,0 MO (Método Incineracién)
Indicador mg/100 g de suelo mg/100 g de suelo %
N.C R2 N.C R2 N.C R?
Niveles Criticos y R? 16.00 0.81* 20.00 0.74* 11.00 0.79*

Metodologia de Waugh, Cate y Nelson (1974).

Tabla 7. Beneficio econdmico obtenido por la aplicaciéon de la dosis 6ptima en Huertos Intensivos
Table 7. Economic benefit obtained by the application of the good dose in intensive greengarden

Huertos Tratamiento Rdto Valor dela  Costo Total* Valor de prod. Beneficio
Intensivos (kg m2) prod. (kg m2) ($ m2) final ($ m2) ($ m2ciclo™")
Huerto Testigo Absoluto  13.89 30.56 - 30.56 -
CAN Testigo Relativo 18.89 41.56 - 41.56 -
Provincial 1y i< sptima 34.13 75.09 9.60 65.49 34.93 A
2393 R
Huerto del Testigo Absoluto  13.66 27.32 - 27.32 -
productor  Testigo Relativo 18.66 41.05 - 41.05 -
Camacho s sptima 32.15 70.73 9.60 61.13 3381A
20.08 R

* Costo Total por m? referido en Tabla 4.

A: Comparacion de dosis 6ptima con Testigo Absoluto.
R: Comparacion de dosis 6ptima con Testigo Relativo.

33.81y20.08 $ m2 ciclo’ para el testigo ab-
soluto y relativo respectivamente. Todo lo
anterior demuestra que el alza en los rendi-
mientos es determinante, pues el costo del
abono organico es muy bajo, al igual que el
de transportacion y aplicacion, para justificar
el beneficio obtenido.

Conclusiones

La aplicacion de 10 kg m de compost de es-
tiércol vacuno, aplicado cada dos cultivos du-

rante un ciclo rotativo de hortalizas, en la mo-
dalidad de huertos intensivos, incrementan
los rendimientos 30 kg m2 ciclo™!, aumen-
tando al doble la produccién de hortalizas.

Los niveles criticos determinados en suelos
Pardos Sialitico en huertos, fueron: 16 mg
(100g)" de P,O,, 20 mg (100g)"' de K,O y 11
% materia organica.

El incremento de los rendimientos producto
de la dosis y el momento de aplicacion em-
pleadas, alcanzé beneficios econdmicos por
encima de 30.00 $ m ciclo™
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Efecto del tratamiento de semillas con laser de baja
potencia, sobre el crecimiento y rendimiento en plantas
de tomate (Solanum lycopersicum L.)
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Resumen

Se estudié la influencia del tratamiento de semillas con radiacion laser de baja potencia sobre algunos
parametros fisioldgicos y el rendimiento del hibrido de tomate HA3019 en condiciones de cultivo pro-
tegido. Las semillas se irradiaron con un equipo laser de He-Ne con potencia de 25 mW y diferentes pe-
riodos de exposicién: 5, 10, 20, 30 y 60 segundos, empleando semillas no tratadas como control. Se eva-
lué el porcentaje de germinacion (%), supervivencia (%), altura de las plantas (mm), longitud de la raiz
(mm), didametro del tallo (mm), didmetro medio polar de los frutos (mm), didmetro medio ecuatorial de
los frutos (mm), masa promedio de los frutos (g) y rendimiento por planta (kg.planta-'). Los resultados
mostraron un incremento significativo (p<0.05) en los indicadores; altura de las plantas (50%), longitud
de la raiz (13%), didmetro del tallo (17%), didmetro medio ecuatorial (7%), masa promedio de los fru-
tos (13%) y rendimiento por plantas (67 %), respecto al control. Estos resultados corroboran el efecto es-
timulante de la radiacién laser de baja potencia en el crecimiento y rendimiento de las plantas.

Palabras clave: Hortalizas, cultivo protegido.

Abstract
Efect of seed treatment with low potency laser on the growth and yield in tomato plants
(Solanum lycopersicum L.)

The influence of seed treatment with low-power laser radiation on some physiological parameters and
yield of tomato hybrid HA3019 protected cultivation conditions. The seeds were irradiated with a la-
ser He-Ne 25 mW power at different exposure periods 5,10, 20, 30 and 60 seconds, using untreated se-
eds as controls. We evaluated the germination percentage (%), survival (%), plant height (mm), root
length (mm), stem diameter (mm), polar average diameter (mm) ecuatorial mean diameter (mm), mean
fruit mass (g) and yield per plant (kg.plant-1). The results showed a significant increase (p<0.05) in the
indicators of plants height (50%), root length (13%), stem diameter (17%), equatorial mean diameter
(7%), mean fruit mass (13%) and yield per plant (67%), compared to control. This confirms the stimu-
lating effect of low power laser radiation on growth and yield of plants.

Key words: Vegetables, protected cultivation.
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Introducciéon

A escala global, el tomate (Solanum lycoper-
sicum L.) constituye uno de los cultivos horti-
colas de mayor importancia por su extension,
demanda y formas de consumo (Moya et al.,
2005). A pesar de que el tomate es uno de los
cultivos mas estudiados en Cuba, los rendi-
mientos que se obtienen son bajos debido a
la influencia de las desfavorables condiciones
climaticas que prevalecen en esta regién, que
distan mucho de sus exigencias ecoldgicas. En
tal sentido, no se cuenta con variedades to-
talmente adaptadas a estas condiciones, lo
que ha motivado la introduccién de hibridos
F1 en casas de cultivos protegidos como una
alternativa para incrementar los rendimien-
tos y la calidad de los frutos (Moya et al.,
2005; Alvarez et al., 2003). Las casas de cul-
tivos protegidos se utilizan en paises de clima
tropical y son espacios cerrados y techados,
disenados con efecto sombrilla para refrescar
la temperatura y proteger a los cultivos de
otros factores climaticos adversos y de algu-
nos factores bioticos.

Las casas de cultivos protegidos constituyen
una tecnologia muy promisoria para exten-
der el calendario de produccién y lograr una
alta productividad y calidad de las hortalizas
durante todo el afo en condiciones tropica-
les (Gomez et al., 2000). Por ejemplo, los
rendimientos promedios que se alcanzan en
las casas de cultivos protegidos de la provin-
cia de Granma (Cuba) se encuentran en el or-
den de las 140 t.ha™! (Toledo, 2009), sin em-
bargo, el rendimiento potencial de estos
hibridos supera las 270 t.ha™!, cuando se de-
sarrolla bajo las condiciones climaticas de
paises templados y de 220 t.ha™', en los tro-
picales. Esta problematica sugiere la necesi-
dad del empleo de métodos estimulantes
que contribuyan a minimizar los efectos ad-
versos del clima tropical y a incrementar los
rendimientos agricolas en estos hibridos, so-
bre todo si se considera el alto precio de és-
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tas semillas en el mercado mundial (Ramirez,
2006 y Aladjadjiyan, 2007).

En Cuba, en el ultimo decenio se han inten-
sificado las investigaciones y el uso de los mé-
todos fisicos estimulantes en la agricultura,
como una alternativa viable para incremen-
tar los rendimientos y la calidad de las cose-
chas, dentro de la politica de la agricultura
sostenible y aprovechando ademaés, la expe-
riencia acumulada por algunos paises del
mundo como Rusia, Bulgaria, Hungria, la In-
dia y Canad3, en el tratamiento de semillas
con bajas dosis de radiaciones ionizantes,
campos electromagnéticos, ultrasonido y Ia-
ser (Ramirez, 2006 y De Souza et al., 2006).

Se ha demostrado que la luz laser de baja de
baja potencia induce cambios electroquimi-
cos y bioquimicos en las semillas tratadas,
con un posterior incremento de la intensidad
de la respiracion, el crecimiento y rendimiento
de las plantas (Muszyiski y Gladyszewska,
2008).

De esta forma, el tratamiento irradiativo pre-
siembra de las semillas con luz laser ha con-
tribuido a incrementar el rendimiento de di-
ferentes especies de hortalizas y cereales (De
Souza et al., 2006).

El objetivo de este trabajo es estudiar la fo-
tosensibilidad a la radiacion laser de baja
potencia, en semillas hibridas del cultivar de
tomate HA3019 y determinar las dosis esti-
mulantes del crecimiento y rendimiento en
casas de cultivos protegidos del municipio
Bayamo, provincia Granma, Cuba.

Materiales y métodos

Las investigaciones sobre el efecto y la se-
lecciéon de dosis estimulantes de rayos laser
en plantas de tomate se desarrollaron en el
Instituto de Investigaciones Agropecuarias
“Jorge Dimitrov”, de la provincia Granma,
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perteneciente al Ministerio de Ciencia Tec-
nologia y Medio Ambiente y en el sistema de
casas de cultivo protegidos de “La Pupa”,
perteneciente al Ministerio de la Agricultura,
en esta provincia; en el periodo compren-
dido entre el 21 de mayo de 2008, hasta el 21
de septiembre de 2008.

Se emplearon semillas del cultivar hibrido de
tomate (Solanum lycopersicum L.), HA3019"
provenientes de la firma israeli HAZERA. El
contenido de humedad de las semillas fue de
un 12-13% y el porcentaje de germinacion de
97%.

Para el tratamiento de las semillas se empled
un equipo laser de He-Ne con una potencia
de 25 mW, comprendido en la zona roja del
espectro de luz (A = 632.8 nm), una mancha
de luz de aproximadamente 10 cm?, con una
densidad de potencia de 2.5 mW/cm?2.

Las semillas se irradiaron durante periodos de
exposiciéon de 5, 10, 20, 30 y 60 segundos, uti-
lizando semillas no tratadas como control. Se
utilizaron un total de 80 semillas por cada tra-
tamiento. El tratamiento se realizd en horas de
la mafana, a una temperatura de 25°C seguin
recomendaciones de Guardia et al. (1995).

El experimento contd con dos fases experi-
mentales, la primera se desarroll6 en una casa
dedicada a la produccién de posturas en ce-
pellén sin malla sombreadora Las posturas
son plantulas que se obtienen de las semillas
sembradas, cuando alcanzan los parametros
de calidad, se trasplantan hacia otra casa de
cultivo y se siembran directamente en tierra.
Se utilizé6 como sustrato: humus de lombriz
60%, turba rubia 30% y cascarilla de arroz
10%. Se utilizaron 5 bandejas de 4.0 x4.0x 7.0
c¢m, con un volumen de alvéolos de (45.0 cm3),
cada una con un total de 150 alvéolos. Las va-
riantes experimentales se distribuyeron de
acuerdo a un disefio completamente aleato-
rizado. Durante este periodo, el riego se aplicé
segun el Instructivo técnico para casa de cul-
tivos protegidos (Casanova et al, 1999). Se
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evalué el porcentaje de germinacion (%) a
los 7 dias después de la siembra, de forma vi-
sual mediante el conteo de las plantulas ger-
minadas. La supervivencia (%) se determiné a
los 15 dias después de la siembra. La altura de
la planta (mm) y la longitud de la raiz princi-
pal (mm) se evaluaron al momento del tras-
plante, en 10 plantulas por cada réplica'y un
total de 40 plantulas por tratamiento con el
empleo de una regla graduada en mm. El dié-
metro del tallo (mm) se evalué al momento
del trasplante en 10 plantulas por réplicas y un
total de 40 plantulas por tratamientos con el
empleo de un pie de rey mecanico cuya pre-
cision es de 0.05 mm. Las evaluaciones de es-
tos indicadores se realizaron segun la meto-
dologia descrita por (Miranda, 2003) y los
datos obtenidos fueron expresados en por-
centaje respecto al control, como una medida
de la fotosensibilidad en las plantas.

La segunda fase experimental se desarrollo
en una casa dedicada a la produccién de fru-
tos del modelo tropical A-12 (Tipologia 2)
de 540 m?, sobre un suelo Fluvisol tipico, la-
vado, profundo, medianamente humificado,
poca erosion, 70cm de profundidad efectiva,
Ilano y textura de arcilla loamosa (Hernan-
dez, 1999). Se establecié un marco de plan-
tacion de 1.04 por 0.40 m. Las variantes ex-
perimentales se distribuyeron cumpliendo
un disefio de bloques al azar con 4 réplicas
por tratamiento de 20 plantas cada una. Du-
rante esta etapa el riego se realiz6 segun el
instructivo técnico para casa de cultivos pro-
tegidos (Casanova et al, 1999). En la madurez
fisiologica se etiquetaron 10 plantas por ré-
plica en cada tratamiento. Se evalué el dia-
metro medio polar (mm) y el didmetro medio
ecuatorial (mm), mediante mediciones reali-
zadas a los frutos durante toda la cosecha con
el empleo de un pie de rey mecanico, cuya
precision es de 0.05 mm. También se evalué la
masa promedio de los frutos (g) y el rendi-
miento por planta en (Kg.planta-'), mediante
pesadas realizadas durante toda la cosecha,
con el empleo de una balanza técnica.
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Se empled la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para la normalidad de los datos y la prueba
de Bartlett para la homogeneidad de va-
rianzas (Yandell, 1997). Los datos se evalua-
ron por un andlisis de varianza de clasifica-
cion doble (p<0.05) para determinar los
efectos de la radiacion laser de baja potencia
comparados con el control. Las comparacio-
nes multiples de medias de los tratamientos,
se realizaron con la prueba de Newman-
Keuls (Stell y Torrie, 1992). Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el paquete
“Statistics for Windows".

Resultados y discusion

En esta experiencia el efecto de la luz laser
no provocé cambios significativos (p=<0.05)
en la germinacion de las semillas de la varie-
dad estudiada. Este comportamiento pudiera
estar relacionado, por una parte, con el alto
potencial germinativo que tenian las semillas
irradiadas (97%) y por otra, con la baja po-
tencia de la fuente y el corto tiempo de ex-
posicion a la irradiacion. No obstante, como
se observa en la tabla 1, a partir de los 30 se-
gundos de exposicién a la irradiacion se pro-
duce un ligero decrecimiento del porcentaje
de germinacioén de las semillas, que pudiera
ser mas severo (significativo) si se incremen-
tara el tiempo de irradiacion.
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En correspondencia con estos resultados nu-
merosos autores (Creanga et al., 2002; Rami-
rez, 2006; Ramirez et al., 2006; De Souza et
al., 2006 y Ciupak et al., 2007) han sefialado
un comportamiento similar al tratar semillas
de hortalizas con métodos fisicos estimulan-
tes como son las bajas dosis de radiaciones io-
nizantes, los campos magnéticos y el laser de
baja potencia. Estos autores plantean que
las semillas con alto poder germinativo reac-
cionan de forma débil al tratamiento con
métodos fisicos y que la estimulacion de este
indicador, generalmente se logra cuando las
semillas presentan problemas de latencia o
estan sometidas a condiciones estresantes
que retrasan o inhiben su germinacién.

Con relacion a la supervivencia de las plan-
tulas (Figura 2), no se constataron diferencias
significativas (p<0.05) en la variedad estu-
diada con el incremento de los tiempos de
exposicion, lo que muestra que tanto la po-
tencia de la fuente de irradiacion como los
tiempos de exposiciéon no indujeron cambios
fisiolégicos, ni genéticos severos que conlle-
varan a la muerte de las plantas.

Al respecto, Al-Safadiy Simon, (1996) y Kath-
leeny Donald, (2001) informaron que cuando
la exposicion a la luz laser es muy prolon-
gada disminuye significativamente la super-
vivencia y se incrementa la probabilidad de
induccion de mutaciones. Es decir, existe una

Tabla 1. Efecto del tratamiento de semillas con rayos laser sobre el porcentaje
de germinacién y supervivencia en el hibrido de tomate HA3019
Table 1. Effect of seed treatment with laser on the percentage of seed
germination and the survival in the hybrid tomato HA3019

Variables Tiempos de exposicién (s) ESx

0 5 10 20 30 60
Germinacion (%) 97 100 100 99 100 96 + 0,444
Supervivencia (%) 100 99 100 99 98 + 0,255

No hubo diferencia significativa de los tratamientos con respecto al control para (p<0,05).
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correlacion negativa de la supervivencia con
el incremento de las dosis de irradiacion en di-
versos cultivos agricolas. Calabrese y Baldwin,
(2003) plantearon que las bajas dosis y po-
tencias de irradiacién provocan respuestas
beneficiosas en los organismos vivos mien-
tras las altas deprimen o inhiben todas sus
funciones vitales hasta provocar la muerte.
No obstante, es necesario sefialar que en el
presente trabajo se empled un equipo de
irradiacion laser de He-Ne de baja potencia
(25 mW) comprendido en la zona roja del es-
pectro de luz (A = 632.8 nm) y una potencia
de dosis suficientemente baja (25 m\W) que
garantiza, solamente, la posible ocurrencia
de cambios fisioldgicos en las plantas prove-
nientes de las semillas tratadas. Por tanto, los
valores de supervivencia muestran que los
tiempos de exposicién y la potencia de la
fuente pudieran ser adecuados para estimu-
lar determinados procesos fisiolégicos en las
plantas de tomate, con baja probabilidad de
inducir mutaciones.

A. Alvarez, et al. ITEA (2011), Vol. 107 (4), 290-299

En los tres indicadores del crecimiento eva-
luados (Figuras 1, 2, 3) observamos un inter-
valo de estimulacion con tiempos de irradia-
cion inferiores a los 30 segundos.

La altura de las plantas mostré (Figura 1) va-
lores de estimulacion significativos (p<0.05)
con respecto al control sin irradiar, con la
presencia de dos picos fundamentales de es-
timulacién, uno con un tiempo de exposi-
cion de 5 segundos (31%) y el otro a los 20 se-
gundos con un incremento en la altura de las
plantas de mas de 50% con respecto al con-
trol. A partir del intervalo de estimulacion,
con tiempos de exposicion superiores a los 30
segundos se manifiesta una disminucion sig-
nificativa (p=<0.05) de la altura de las plantas.

Un comportamiento similar se observo en el
indicador longitud de la raiz (Figura 2), con
la diferencia de que s6lo se manifesté un
pico de estimulaciéon que correspondié al tra-
tamiento con 20 segundos de exposicién de
las semillas (13%), a la radiacion laser. Las do-
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Figura 1. Influencia de la irradiacion laser en la altura de las plantas del hibrido de tomate HA3019.
(En la figura, barras con letras desiguales presentan diferencias significativas respecto al control).
Figure 1. Influence of laser irradiation on plant height of tomato hybrid HA3019.

(In the figure, different letter bars significative differences respect to the control).
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Figura 2. Influencia de la irradiacién laser en la longitud de la raiz del hibrido de tomate HA3019.
(En la figura, barras con letras desiguales presentan diferencias significativas respecto al control).
Figure 2. Influence of laser irradiation on root length of tomato hybrid HA3019.

(In the figure, different letter bars significative differences respect to the control).
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Figura 3. Influencia de la irradiacion laser en el didmetro del tallo del hibrido de tomate HA3019.
(En la figura, barras con letras desiguales presentan diferencias significativas respecto al control).
Figure 3. Influence of laser irradiation on the stem diameter of tomato hybrid HA3019.

(In the figure, different letter bars significative differences respect to the control).
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sis de 5 y 10 segundos también mostraron
una estimulacion significativa (p<0.05) de
este indicador con relacién al control; los
tiempos de exposicion superiores a 20 se-
gundos no provocaron cambios significati-
vos en la longitud la raiz.

En el didmetro del tallo (Figura 3) se constaté
la existencia de una zona de estimulacién en
la curva de fotosensibilidad laser, con valores
significativos (p<0.05) en el rango de dosis
comprendido entre 5-20 segundos. La dosis
mas efectiva se obtuvo a los 20 segundos de
exposicion a la luz laser que conllevé a in-
crementos de 17% (3.86 mm) en este indica-
dor. Para tiempos superiores de exposicion
no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos y el control.

Con relacion a este indicador, es preciso se-
falar que todas las plantas evaluadas, inclu-
yendo las del control superaron los 3 mm en
el grosor del tallo, durante el trasplante; lo
que es considerado (Casanova, 2003) un re-
quisito indispensable para garantizar un ade-
cuado establecimiento de la plantacién.

Un comportamiento similar lo obtuvo Alad-
jadjiyan, (2007), al tratar semillas de tomate
con radiacion laser de baja potencia, donde lo-
groé un incremento del crecimiento superior a
un 25%. Este autor plantea que la estimulacion
depende de la longitud de onda, de la fuente
de irradiaciéon y del tiempo de exposicion.

También, Cepero et al., (2002) y Chen et al.,
(2005b), obtuvieron resultados similares al
tratar semillas de hortalizas con radiacién la-
ser de baja potencia. Estos autores plantean
que la existencia de dos picos de estimulacién
en determinado indicador puede estar rela-
cionada con la interaccién de los factores fi-
sicos con el material biolégico, la cual posee
un caracter probabilistico. De forma general,
las curvas dosis-efecto no se caracterizan por
tener un comportamiento monétono (cuando
se observa una sola zona de estimulacién
para determinado indicador), ya que la irra-
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diacién laser de baja potencia tiene la capa-
cidad de provocar efectos fisiologicos que se
manifiestan desde las etapas iniciales del cre-
cimiento de las plantulas; en corresponden-
cia con los tiempos de exposicién, la poten-
cia de la fuente de irradiacion y la influencia
de algunos factores externos.

Este incremento observado en los indicado-
res del crecimiento de las plantas por efecto
del tratamiento laser pudiera estar relacio-
nado con la influencia que ejerce este agente
fisico sobre la actividad enziméatica, funda-
mentalmente en las enzimas polifenoloxida-
sas, superdxido dismutasas y catalasas que
juegan un papel importante en el creci-
miento de las plantas (Chen et al., 2005a).

Los resultados mostraron que el tratamiento
de las semillas con rayos laser provocé un
efecto estimulante significativo (p<0.05) en el
rendimiento y algunos de los componentes
evaluados, en el hibrido de tomate HA3019
(Tabla 2). El diametro medio ecuatorial de los
frutos de tomate mostrd en todos los trata-
mientos aplicados (T1-T5) diferencias signifi-
cativas (p=<0.05) con relacion al control. Los
tratamientos mas estimulantes fueron T1 (5
s) y T3 (20 s) que incrementaron este indica-
dor en un 7%. También la masa promedio de
los frutos experimenté incrementos signifi-
cativos en los tratamientos T1-T2 y T3 con va-
lores maximos de 13% en las plantas prove-
nientes de las semillas tratadas durante 20
segundos (T3) con la luz laser. No obstante,
en el diametro medio polar de los frutos no
se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos (T1-T5) y el control.

El rendimiento agricola medio en las plantas
procedentes de los tratamientos durante 10
y 20 segundos alcanzé valores de 37 y 67%
superiores al control, los tratamientos T4y T5
no mostraron diferencias significativas con
relacion al control.

Estos valores de estimulacién coinciden con
los informados por Ramirez et al., (2000), al
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Tabla 2. Efecto del tratamiento de semillas con rayos laser sobre el rendimiento
y algunos de sus componentes en el hibrido de tomate HA3019
Table 2. Effect of seed treatment with laser on performace
and certain components in the hybrid tomato HA3019
Tiempo de DMP DME MPF RPP
exposicion (mm) (mm) % (9) % (Kg.plan-1) %
TO 59.60 a 64.50 e - 166.20 d - 2.59d -
T1(559) 60.00 a 68.90 a 107 173.42 bc 104 3.29 bc 127
T2 (10s) 59.30 a 67.80 b 105 178.27 b 107 356 b 137
T3 (20s) 60.20 a 69.00 a 107 188.52 a 113 433 a 167
T4 (30's) 59.20 a 66.10 ¢ 102 169.23 cd 102 2.73 cd 105
T5 (60 s) 59.90 a 66.00 d 102 169.11d 102 2.67d 103
ESx +0.114 +0.094 +3.14 +0.027

En las columnas medias con letras desiguales presentan diferencias significativas para (p<0. 05) por la

prueba paramétrica de Newman-Keuls.

In the columns, different letter means significative differences (p<0.05) for the Newman-Keuls para-

metric test.

DMP: didmetro medio polar.

DME: didmetro medio ecuatorial.

MPF: masa promedio de los frutos.
RPP: rendimiento promedio por planta.

tratar semillas de hortalizas con métodos fi-
sicos, donde lograron un incremento de mas
de un 50% en el rendimiento y en algunos de
sus componentes.

Wilczek y Fordonski, (2007) observaron un in-
cremento significativo del rendimiento agri-
cola superior al 23%. Estos autores valoraron
que el efecto estimulante tiene una estrecha
relacion con el incremento de la intensidad de
la fotosintesis y la transpiracién, que se pro-
duce en las plantas provenientes de semillas
tratadas con la luz laser de baja potencia.

Resultados similares fueron obtenidos por
Cwintal y Olszewski, (2007) al tratar semillas
secas de seis variedades de alfalfa con un laser
de baja potencia y observar valores superiores
en el rendimiento agricola, la intensidad de la
fotosintesis, acumulacién de biomasa y trans-
piracion, con relacion al control.

También Vasilevski y Bosev (2009) obtuvieron
una estimulacion del rendimiento en dife-
rentes hortalizas por efecto de la luz laser de
baja potencia. Asi, en tomate, se estimul6 el
rendimiento de 20-24%, en pimiento al 13%,
en pepino un 15%, en cebolla al 15,5% y en
frijol un 27%.

Por otro lado, Gladyszewska y Lublin, (2006)
sefialaron resultados similares en plantas de
trigo y centeno, al utilizar un laser de He-Ne
con una potencia de 4 mW.cm=2.

Al respecto Muszyfiski y Gladyszewska, (2008)
plantean que la luz laser induce cambios
electroquimicos y bioquimicos en las semillas
tratadas que posteriormente conllevan a
efectos estimulantes durante el crecimiento
y rendimiento de las plantas.

Se plantea que el efecto estimulante de la ra-
diacion laser de baja potencia esta relacio-
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nado con el aumento de la permeabilidad de
las membranas celulares, producto a ello se
acelera la entada de agua y de oxigeno (Po-
dlesny, Misiak y Koper, 2001).

Otros autores como Chen et al. (2005a), plan-
tean que la luz laser incrementa la actividad
enzimatica, en primer lugar de las enzimas
hidroliticas y de oxidacién-reduccién, por lo
que se garantiza el acceso mas rapido y com-
pleto de las sustancias nutritivas al embrion,
la aceleracion del ritmo de la divisién celular
y la activacion y estimulaciéon de los procesos
de crecimiento y desarrollo de las plantas,
creandose la base para lograr una mayor
productividad en ellas.
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Resumen

Se determinaron los caracteres fisicos y la composicién quimica de los frutos de 11 cultivares de almendro
cultivados en dos zonas distintas, Zaragoza (Espafia) y Meknés (Marruecos). Independientemente de la
variabilidad entre cultivares para todos los parametros medidos, el efecto del afio fue significativo para
todos los parametros fisicos, excepto para el espesor de la pepita. Igualmente fue significativo el
efecto de la localidad para todos los parametros fisicos, excepto para la longitud y el indice de esferi-
cidad del fruto, la longitud y la anchura de la pepita, y el rendimiento en pepita. La calidad fisica de
las pepitas producidas en Zaragoza fue mayor que las producidas en Meknés, probablemente por el di-
ferente sistema de cultivo y las condiciones ambientales que fueron mas extremas en Meknés. Estos re-
sultados muestran que las condiciones de cultivo adecuadas favorecen el aumento de los caracteres con-
ducentes a una mayor calidad fisica del fruto y de la pepita. En cuanto al contenido en aceite y en
proteina, se encontraron diferencias significativas entre los genotipos y las localidades. Las condiciones
ambientales y de cultivo de Zaragoza favorecieron la acumulacién de aceite en la pepita, mientras que
las de Meknés favorecieron la acumulaciéon de proteina. Ello apunta a que la utilizacién industrial de
los distintos cultivares estudiados no s6lo depende del propio cultivar, sino también de las condiciones
ambientales y de cultivo, lo que debe tenerse muy en cuenta para la valorizacion de la produccién en
las distintas zonas de cultivo del almendro.

Palabras clave: Almendro, fruto, parametros fisicos, composicion, calidad, variabilidad, clima.

Summary
Commercial and industrial implication of the variability of oil and protein content and of the nut and
kernel physical traits of almond in Mediterranean climates

The fruit physical traits and the chemical composition were determined for 11 almond cultivars grown
in two different regions: Zaragoza (Spain) and Meknés (Morocco). Independently of the variability among
cultivars for all traits measured, the year effect was significant for all physical traits except for kernel thick-
ness. The location effect was significant for all physical traits except for fruit length and sphericity, ker-
nel length and width, and kernel percentage. The physical quality of the kernels produced in Zaragoza
was higher that that of the kernels produced in Meknés, probably because of the different growing sys-
tem and the environmental conditions, more extreme in Meknes. These results show that adequate grow-
ing conditions favour the increase of traits leading to increased physical quality of nuts and kernels. The
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cultivar and the location effects were significant for the contents of oil and protein. The environmen-
tal and growing conditions of Zaragoza led to a higher oil accumulation, whereas those of Meknes to
a higher protein accumulation. These results indicate that the industrial utilization of the different al-
mond cultivars does not only depend on the cultivar, but also on the environmental and growing con-
ditions, a fact to be considered when marketing the production of the different growing regions.

Key words: Almond, fruit, physical parameters, composition, quality, variability, climate.

Introduccion

En el almendro (Prunus amygdalus Batsch),
las caracteristicas del fruto y de la pepita si-
guen siendo criterios determinantes en el
momento de la eleccién de un cultivar para
su plantacion e igualmente discriminantes
en un programa de mejora genética. Los cul-
tivares de almendro pueden caracterizarse y
evaluarse por su calidad comercial, industrial,
sensorial y nutricional. La calidad comercial se
refiere a todos los caracteres relacionados
con el aspecto general del fruto, incluyendo
tamanio, forma, textura, peso y color de la pe-
pita, asi como la ausencia de pepitas dobles.
La calidad industrial se refiere a la compati-
bilidad del fruto de un cultivar determinado
con los distintos manejos post-cosechay a su
aptitud para la fabricacién de diferentes pro-
ductos (Socias i Company et al., 2008).

La dureza de la cascara es uno de los carac-
teres mas importantes del fruto, por su papel
en la protecciéon de la pepita y por el tipo de
maquinaria utilizada en el descascarado. Este
caracter parece estar bajo control poligénico
(Kester et al. 1977), aunque con una gran in-
fluencia ambiental (Kodad et al., 2010b). El
tamafo de la pepita es igualmente impor-
tante, ya que las pepitas de gran tamafio tie-
nen mas valor comercial (Socias i Company et
al., 2008). Este caracter, altamente correla-
cionado con el peso de la pepita, es variable
de un afio a otro (Godini, 2002; Grasselly, 1972).
La forma de la pepita es una caracteristica va-
rietal (Gulcan, 1985) y estad correlacionada
con la forma del fruto. La forma se define por

sus dimensiones, longitud, anchura y espesor,
se transmite a la descendencia (Grasselly,
1972) y parece estar bajo controlo poligé-
nico (Arteaga y Socias i Company, 2002; Kes-
ter et al., 1977). La longitud y en un grado
menor la anchura de la pepita vienen prede-
terminados por el tamafo de la cavidad del
fruto durante las primeras fases de su des-
arrollo, mientras que el espesor depende de
la acumulacién de nutrientes durante la fase
final del desarrollo del fruto, fase muy vul-
nerable frente a distintos estreses ambienta-
les (sequia, altas temperaturas, etc...) que
puedan tener lugar durante este periodo del
crecimiento del fruto (Kester y Gradziel,
1996). Las dimensiones de la pepita definen
algunos de sus usos comerciales, ya que las
pepitas alargadas suelen elegirse para la pro-
duccién de filetes uniformes de almendra
(Schirra, 1997), mientras que las pepitas re-
dondas y de tamafio medio son mas adecua-
das para la fabricacion de peladillas y de
bombones de chocolate.

La composicion quimica de la pepita es un as-
pecto de gran interés en la determinacién de
la calidad nutricional y el uso industrial que
se le puede dar a un cultivar, teniendo en
cuenta que el uso final de la pepita depende
de los valores medios de cada componente
quimico, como el aceite, la proteinay los azu-
cares (Berger, 1969). Los contenidos en aceite
y en proteina son muy importantes para la
industria de la reposteria, ya que un alto
contenido en aceite implica una absorcién
baja del agua por la pasta de la almendra
(Alessandroni, 1980), manteniendo asi la ca-
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lidad de la misma. Un contenido bajo en
aceite de la pepita se prefiere para la pro-
duccién de harina y de leche de almendray
para otros productos debido a su alto conte-
nido en proteina (Longhi, 1952). Tanto el
contenido en aceite como en proteina son ca-
racteres que dependen del genotipo y de las
condiciones ambientales (Abdallah et al.,
1998; Kodad, 2006; Kodad et al., 2010a).

El notable efecto de las condiciones climaticas
y ambientales durante el desarrollo del fruto
sobre los caracteres fisicos del fruto y de la pe-
pita y sobre su composicion puede afectar la
calidad nutricional, comercial e industrial de
un cultivar determinado. La evaluacién de la
estabilidad de estos caracteres durante varios
afnos y en ambientes distintos permitiria acon-
sejar los cultivares mas estables a los agricul-
tores, sobre todo en zonas aridas, con una
gran variabilidad en su estado hidrico. Por
ello, el objetivo de este trabajo hasido la eva-
luacién de los caracteres fisicos del fruto y de
los contenidos en aceite y en proteina para un
grupo de cultivares de origen diverso cultiva-
dos en dos condiciones mediterraneas distin-
tas con el fin de determinar la estabilidad de
la calidad de estos cultivares y su posterior
implicacion comercial y industrial.

Materiales y métodos
Material vegetal

Se estudiaron los frutos de 11 cultivares, cuyas
caracteristicas pomoldgicas de encuentran de-
talladas en Felipe (2000). La produccion ana-
lizada procede de dos zonas de cultivo dife-
rentes, el banco de Germoplasma del Centro
de Investigacién y Tecnologia Agroalimenta-
ria de Aragon en Zaragoza (CITA) y la estacion
experimental del Institut Nationale de la Re-
cherche Agronomique (INRA) en la region de
Meknes, situada en el centro de Maruecos. La
parcela experimental del CITA esta situada a

unas coordenadas de 41°38' Ny 0°53' W, a
220 m sobre el nivel del mar, en un suelo de
tipo aluvial, con textura franca en superficie
a franco-limosa en profundidad. En esta co-
leccion las arboles reciben riego y estan plan-
tados a un marco de de 3 x 5 m. La parcela ex-
perimental del INRA estd situada a una
coordinadas de 33°55" Ny 5°13" W, a 500 m
sobre el nivel del mar, con el mismo marco de
plantacién de 5 x 3 m, pero sin aporte de
agua, en un suelo profundo de tipo pluvial y
de textura franca. En ambas estaciones la
poda se practica anualmente y es de tipo
largo. Los arboles estan formados en vaso
abierto, con tres arboles por cultivar.

Caracteres fisicos de la pepita

El presente estudio se llevd a cabo durante
dos aflos consecutivos, 2008 y 2009. Para de-
terminar las caracteristicas fisicas del fruto se
cogieron 25 frutos maduros al azar de los tres
arboles de cada cultivar. Se determiné el peso
del fruto y de la pepita usando una balanza
electrénica de precision. Se midieron las di-
mensiones del fruto y de la pepita (longi-
tud: L, anchura: A; espesor: E) mediante un
pie de rey digital con una precisiéon de 0,01
mm. A partir de estas variables se calculé el
didmetro geométrico (Dg) y el indice de es-
fericidad (@) del fruto y de la pepita utili-
zando las siguientes ecuaciones (Aydin,
2003): Dg = (LAE)'3 y @ = Dg/L (Tabla 1).

Andlisis quimicos de la pepita

Los analisis quimicos se llevaron a cabo en
2009. Se extrajo el aceite de las pepitas, ante-
riormente repeladas y molidas, con éter de pe-
tréleo como solvente utilizando el aparato
de extraccion Soxtec Avanti 2055 (Selecta, Bar-
celona, Espafia), durante 2 horas a una tem-
peratura de 135°C (Kodad y Socias i Company,
2008). El contenido total de aceite se deter-
miné por duplicado. Los resultados se expre-
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Tabla 1. Caracteristicas estudiadas en el fruto y
la pepita de los cultivares de almendro
y su abreviatura
Table 1. Traits studied in the fruit and
the kernel of the almond cultivars
and their abbreviation

Caracter Abreviatura
Peso del fruto (g) Pf
Longitud del fruto (mm) Lf
Anchura del fruto (mm) LrF
Espesor del fruto (mm) EPF
Diametro geométrico del fruto Dgf
indice de esfericidad del fruto of
Peso de la cascara (g) PQ
Peso de la pepita (g) Pn
Longitud de la pepita (mm) LP
Anchura de la pepita (mm) LrP
Espesor de la pepita (mm) ESP
Diametro geométrico de la pepita Dgp
indice de esfericidad de la pepita Dp
Rendimiento en cascara (%) Rdtc

saron en porcentaje del peso de aceite en re-
lacion al de la muestra total. El contenido en
proteina total se determiné por el método
Dumas, que consiste en la determinaciéon de la
tasa del nitrogeno total. Multiplicando esta
tasa por un factor especifico del almendro
(6.25) se obtuvo el porcentaje de proteina to-
tal. Los analisis se realizaron por duplicado y
los resultados se expresan como el porcentaje
de proteina sobre el peso total (Kodad, 2006).

Resultados

Variacion de los caracteres fisicos del fruto
y de la pepita

Como era de esperar existen diferencias sig-
nificativas entre los cultivares estudiados en
cuanto a todos los caracteres fisicos del fruto

(Tabla 2) y de la pepita (Tabla 3). Los rangos
de variacion fueron para el peso del fruto de
2,2 g en‘'Vivot' a 5,7 g en 'Ferraduel’; el pe-
so de la cascarade 1,1 g en ‘Retsou’ a 4,38 g
en ‘Ferraduel’; la longitud del fruto de 22,3
mm en ‘Colorada’ a 26,2 mm en ‘Fournat de
Brézenaud’; el espesor del fruto de 12,7 mm
en ‘Retsou’ a 18,2 en ‘Desmayo Rojo’ (Tabla
4). Para la pepita fueron: el peso de 1,03 g en
‘Vivot' a 1,6 g en ‘Fournat de Brézenaud’; la
longitud de 21,7 mm en ‘Vivot’ a 28,7 mm en
‘Fournat de Brézenaud’; el espesor de 3,1
mm en ‘Ferraduel’ a 8,5 mm en ‘Desmayo
Rojo’ (Tabla 5).

El efecto del afno climatico, considerando
ambas localidades, resulto significativo para
todos los caracteres considerados, con la ex-
cepcion de la anchura de la pepita (Tablas 2
y 3). En cuanto al peso del fruto, el valor me-
dio registrado en al afio 2008 (4,11 g) fue in-
ferior que en al afio 2009 (4,39 g). Sin em-
bargo, algunos cultivares (‘Del Cid’, ‘Vivot,
‘Ferraduel’, ‘Fournat de Brézenaud’, ‘Pican-
tilli’, y ‘Retsou’) mostraron valores estables
del peso del fruto entre ambos afios del es-
tudio y en ambas estaciones experimentales
(Tablas 4 y 5). Para el peso de la cascara, los
valores medios del afio 2008 (2,89 g) fueron
mas bajos que los del 2009 (3,12 g) en ambas
estaciones (Tabla 6). Los cultivares que mos-
traron valores similares entre ambos afios y
en ambas estaciones son: ‘Del Cid’, ‘Vivot’,
‘Fournat de Brézenaud’ y ‘Retsou’ (Tabla 4).
En cuanto a las dimensiones del fruto, los va-
lores determinados en 2008 fueron mas ba-
jos que en 2009 (Tabla 6). La longitud y el es-
pesor del fruto fueron los caracteres mas
variables entre ambos afos. ‘Del Cid’, ‘Fournat
de Brézenaud’, ‘Picantilli’, ‘Retsou’ y ‘Vivot’
mostraron valores similares del indice de esfe-
ricidad del fruto y de la pepita (Tabla 4). Sin
embargo, los demas cultivares mostraron di-
ferencias significativas, pero no drasticas, entre
ambos afos en cuanto a estos caracteres de-
terminantes de la forma del fruto. Los analisis
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Tabla 2. Analisis de varianza de los caracteres fisicos del fruto de los cultivares estudiados
Table 2. Analysis of variance of the fruit physical traits of the cultivars studied

Fuente de variacién gl PF* PQ Lf LrF EPF Dgf of
Cultivar (Cul) 10 63,9*** 60,9%** 480,3*** 388,8*** 121,9%** 203,9*** (,613***
Afo 1 122,5%** 78,8%** 492 6*** 504,5*** 190,1*** 376,5*** (,01***
Cultivar x Afo 10 13,4*%%* 9 1*** Q98 2%*** 3 @**x 27 1*x** 32 8*** (,007**
Estacion (Est) 1 11,6%**  7,4%*%%  33,4%* 0,5ns 24,5%**  14,6** 0,004ns
Cul x Est 10 2,6%** 1 2%%x 28 A¥x*  17,6%** 2 8* 8,1*** 0,002**
Ano x Est 1 3,5%* 2,09% 42,8%* 8,7ns 2,4ns 10,5** 0,0003ns
Cul x Afo x Est 10 2,9%**  1,9%%x 25 g¥x* 26 5¥*¥* G Tr¥x  12,5%**x (,005%**
Error 529 0,38 0,37 4,7 3,58 1,46 1,43 1,92

ns, *,**, ***: No significativo o significativo a P = 0,05, 0,01 0 0,001, respectivamente.

Z Abreviaturas correspondientes en la Tabla 1.

Tabla 3. Analisis de varianza de los caracteres fisicos de la pepita de los cultivares estudiados
Table 3. Analysis of variance of the kernel physical traits of the cultivars studied

Fuente de variacion G.L Pn? LP LrP EPN Dgp oP Rdtc
Cultivar (Cul) 10  1,2***  236,1*** 105,9%**  11,9*** 157*** (,08*** 5896,1***
Ano 1 4,9%**  192,1*** 114, 4%** 0,4ns  33,1*** 0,007** 1462,7***
Cultivar x Afio 10 0,49%** 76,9%**  12,8%** 3,3***  7,9%**% (,01%** 436,8***
Estacion (Est) 1 0,32** 6,4ns 0,0025ns 14,3***  2,9% 0,01*** 0,02ns
Cul x Est 10 0,23**  22,3%%* 2,5%%* 1,9%**  3,1%** (,003** 75,7ns
Afo x Est 1 0,18* 15,2* 3,09* 6,8***  7,02*** 0,001ns 66,5ns
Cul x Afo x Est 10  0,14**  11,9%** 5,9%%* 2,3***  2,9%%* (,005%** 104,5*
Error 529 0,02 2,43 0,73 0,35 0,44 0,0004 46,8

ns, *,**, ***: No significativo o significativo a P = 0,05, 0,01 0 0,001, respectivamente.

Z Abreviaturas correspondientes en la Tabla 1.

estadisticos mostraron diferencias significati-
vas entre los afios para la dureza de la cascara
(Tabla 3), que es uno de los caracteres impor-
tantes para la industria, ya que de ella depende
la presion a aplicar para descascarar el fruto.

El peso de la pepita mostré diferencias signi-
ficativas entre los afios del estudio (Tabla 3).
Sin embargo, ‘Colorada’, ‘Desmayo Rojo’,
‘Del Cid’, ‘Retsou’ y ‘Vivot’ mostraron valores

estables entre ambos afios y en ambas esta-
ciones (Tabla 5). Las dimensiones de la pepita
mostraron a su vez diferencias significativas
entre los aios y en ambas localidades (Tabla 3).
No obstante, la magnitud de esta variacion
no es elevada considerando la posibilidad de
perjudicar la calidad de las almendras.

En cuanto al efecto de la zona de cultivo, los
analisis revelaron diferencias significativas
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Tabla 6. Valores medios de los caracteres fisicos estudiados en cada localidad y en cada afio del estudio
Table 6. Mean values for the physical traits studied in each location and year

Variable afo Espafia  Marruecos Variable afno Espafia  Marruecos
Caracteres del fruto Caracteres de la pepita
PF? 2008 4,46a 3,72b Pn 2008 1,29a 1,15b
2009 4,94a 3,85b 2009 1,37a 1,17b
PQ 2008 3,20a 2,58b LN 2008 25,08a 24,63a
2009 3,56a 2,69b 2009 25,77a 24,38b
Lf 2008 34,42a 33,09a LrP 2008 14,12a 13,38b
2009 35,42a 33,02b 2009 14,75a 14,1a
LrF 2008 23,91a 22,27a EPN 2008 7,64a 7,97a
2009 24,21a 22,08b 2009 7,56a 7,42a
EPF 2008 15,92a 14,89b Dgp 2008 14,01a 13,19b
2009 16,46a 15,18b 2009 14,05a 13,41a
DgF 2008 23,52a 22,15a @p 2008 0,56a 0,57a
2009 24,09a 22,2b 2009 0,55a 0,56a
of 2008 0,68a 0,67a Rdtc 2008 31,71a 33,19a
2009 0,68a 0,68a 2009 30,36a 34,5b

Valores con letras distintas son significativamente diferentes entre las localidades por el test LSD a P = 0,05.

Z Abreviaturas correspondientes en la Tabla 1.

para todos los caracteres considerados, con la
excepcion de la longitud y la anchura de la
pepita, la anchura y el indice de esfericidad
del fruto y el rendimiento en pepita (Tablas
2y 3). Los valores medios fueron mas altos en
las muestras procedentes del CITA de Aragon
(Tablas 4 y 5). El rendimiento en pepita fue
mayor en las muestras del INRA de Meknes
(Tabla 5), indicando que la cascara es mas
blanda en las condiciones de Meknés que en
las de Zaragoza. La magnitud de las diferen-
cias entre ambas estaciones experimentales,
en ambos afios, fueron muy marcadas en el
caso de ‘Del Cid" y ‘Picantilli’. ‘Castilla’, ‘Co-
lorada’, ‘Desmayo Largueta’ y ‘Ferraduel’
mostraron valores similares entre ambas lo-
calidades y los dos afios del estudio.

El peso de la pepita (Tabla 6) fue mas elevado
en las muestras de Zaragoza (1,33 g) que en

las de Meknes (1,15g). El efecto significativo
de la interaccion Cultivar x Zona de cultivo
en estos caracteres, indica que el comporta-
miento de cada cultivar depende de las con-
diciones ambientales de la zona de cultivo
(Tabla 3). ‘Colorada’ y ‘Desmayo Largueta’
mostraron valores ligeramente elevados para
las muestras de Mekneés (Tabla 4). La magni-
tud de las diferencias fue mayor entre las
dos localidades, incluyendo ambos afios, para
‘Atocha’, ‘Desmayo Largueta’y ‘Del Cid'. Sin
embargo, ‘Castilla’ y ‘Ferraduel’ mostraron
diferencias elevadas entre ambas localida-
des s6lo en 2009.

En cuanto a la longitud y la anchura de la pe-
pita, los valores fueron similares entre ambas
localidades (Tabla 6), aunque ‘Atocha’y ‘Del
Cid’ si mostraron diferencias significativas
entre localidades, siendo mayores los valores
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registrados en las condiciones de Zaragoza
(Tabla 5). Aunque el espesor de la pepita
mostré diferencias significativas entre am-
bas localidades (Tabla 3), la magnitud de es-
tas diferencias no fue muy elevada (Tabla 6).
Para el indice de esfericidad y el diametro ge-
ométrico de la pepita, las diferencias entre
las dos localidades no fueron muy elevadas
(Tabla 6), aunque si estadisticamente signifi-
cativas (Tabla 3). Los valores del espesor de la
pepita fueron mas elevados en las muestras
de Zaragoza, siendo ‘Del Cid' y ‘Picantilli’ las
que mostraron los valores mas dispares entre
las localidades y en ambos afios del estudio
(Tabla 5).

Variaciéon de los contenidos en aceite
y proteina

Los valores del contenido en aceite variaron
considerablemente entre los cultivares, con el
valor mas elevado (60,9%) en ‘Vivot' y el me-
nor (52%) en ‘Picantillii’. Los analisis estadis-
ticos mostraron diferencias significativas en
los contenidos en aceite, en proteinay en la
relacion aceite/proteina entre los genotipos
y entre las localidades, asi como en la inter-
acciéon genotipo x localidad (Tabla 7). El me-
nor contenido en proteina fue en 'Vivot’
(17,3%) y el mayor en ‘Retsou’ (31%). Sin
embargo, al analizar los rangos de variabili-

dad en cada localidad se observé que en Za-
ragoza los valores del contenido en aceite va-
riaron entre 52% en ‘Desmayo Largueta’ y
63,8% en ‘Vivot' y en proteina entre 14% en
‘Vivot'y 29% en ‘Retsou’. En Meknés, los va-
lores del contenido en aceite variaron entre
46% en '‘Desmayo Rojo’y 61% en ‘Del Cid"y
en proteina entre 20% en ‘Vivot' y 32% en
‘Retsou’ (Tala 8). Los valores del contenido en
aceite fueron mas elevados en las muestras
procedentes de Zaragoza (Tabla 8), mientras
que los valores del contenido en proteina
fueron mas elevados en las muestras proce-
dentes de Meknes. Sin embargo, ‘Desmayo
Largueta’ y ‘Del Cid" mostraron valores mas
elevados de proteina y mas bajos de aceite en
las muestras de Zaragoza (Tabla 8). ‘Atocha’
y 'Picantilli’” mostraron valores similares del
contenido en aceite en ambas localidades
(Tabla 8). En cuanto a la relacion aceite/pro-
teina, ‘Desmayo Largueta’, ‘Del Cid" y ‘Four-
nat de Brézenaud’ no mostraron diferencias
significativas entre ambas localidades (Tabla 8).
En las dos localidades se ha observado una
correlaciéon negativa entre el contenido en
aceite y en proteina, como ya se ha descrito
(Askin et al., 2007; Font i Forcada et al., 2011;
Kodad et al., 2004), pero la magnitud de
esta correlacion fenotipica fue muy distinta
entre las dos estaciones (r = -0,59 en Zara-
gozay r =-0,78 en Meknés).

Tabla 7. Analisis de varianza de los de los contenidos en aceite
y en proteina de los cultivares estudiados
Table 7. Analysis of variance of the oil and protein content of the cultivars studied

Fuente de variaciéon al Contenido en aceite ~ Contenido en proteina  Aceite / Proteina
Cultivar 10 32,7%** 65,11%** 1,11%%*
Estacion 1 152,3%%* 202,61%** 3,88%**
Cultivar x Estacién 10 33,7%** 16,28*%** 0,45%**
error 22 2,67 0,74 0,01

ns, *,**, ***: No significativo o significativo a P = 0,05, 0,01 0 0,001, respectivamente.
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Tabla 8. Valores medio de los contenidos en aceite y en proteina

de los cultivares estudiados en cada localidad
Table 8. Mean values of the oil and protein

content in the cultivars studied for each location and year

Cultivar Localidad Contenido en Contenido en Aceite / Proteina (R)
aceite (%MS) proteina (%)
Atocha Espana 53,14a 25,15a 2,11a
Marruecos 53,46a 29,33b 1,82b
Media 53,3 27,24 1,96
Castilla Espafia 57,26a 23,91b 2,39a
Marruecos 50,74b 30,48a 1,66b
Media 54 27,19 1,99
Colorada Espafia 62,12a 17,59b 3,53a
Marruecos 54,14b 23,13a 2,34b
Media 58,13 20,36 2,86
Desmayo Largueta Espana 52,63a 25,93a 2,03b
Marruecos 55,78a 23,84b 2,34a
Media 54,2 24,88 2,18
Desmayo Rojo Espana 60a 19,44b 3,09a
Marruecos 46,39b 30,79a 1,51b
Media 53,19 25,15 2,12
Del Cid Espafia 54,39b 24,41a 2,23
Marruecos 61,29a 21,26a 2,88
Media 57,84 22,83 2,53
Ferraduel Espafia 58,35a 18,73b 3,12a
Marruecos 55,37b 23,85a 2,32b
Media 56,86 21,29 2,67
Fournat de Brézenaud Espafia 62,13a 20,86b 2,98a
Marruecos 57.33b 25,21a 2,27a
Media 59,73 23,03 2,59
Picantilli Espafia 53,18a 25,04b 2,12a
Marruecos 52,26a 29,45a 1,77a
Media 52,72 27,24 1,94
Retsou Espafa 61,76a 29,20a 2,12a
Marruecos 53,19b 32,82a 1,62b
Media 57.475 31,01 1,85
Vivot Espana 63,89a 14,46b 4,42a
Marruecos 58,8b 20,01a 2,94b
Media 61,34 17,23 3,56

Valores con letras distintas son significativamente diferentes entre las dos localidades por el test LSD

aP=0,05.
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Discusion
Caracteres fisicos del fruto

La variabilidad de los caracteres fisicos del
fruto de los cultivares estudiados ya ha sido
mencionada anteriormente (Grasselly y Crossa-
Raynaud, 1980; Gulcan, 1985; Socias i Com-
pany et al., 2008). La variacién interanual de
los caracteres fisicos del fruto y de la pepita
ha sido bien estudiada, mostrando clara-
mente el efecto del afio climatico sobre estos
caracteres (Grasselly y Crossa-Raymand, 1980;
Egea et al., 2009; Felipe, 2000; Kodad, 2006;
Nieddu et al., 1989; Saura Calixto et al., 1988),
aunque la forma del fruto y la relacién pe-
pita/cascara son independientes del tamaio.
Sin embargo, en nuestro estudio estas dife-
rencias no han sido drasticas y no afectarian
a la calidad comercial de la pepita, aunque re-
salta la importancia de adecuar los cuidados
culturales (riego, abonado, tratamientos fi-
tosanitarios) a las condiciones climaticas del
ano para favorecer su efecto beneficioso so-
bre la calidad. A tal efecto, debe recordarse
que la plantacion del CITA de Aragén se riega
mientras que la del INRA de Meknés no.

Los valores medios de los caracteres fisicos
del fruto y de la pepita han sido mayores en
las muestras procedentes del CITA de Ara-
goén. La dureza de la cascara no mostré dife-
rencias significativas entre ambas estaciones
y en ambos afios, dando por resultado que el
rendimiento en pepita fue mas elevado en
las muestras de Meknés que en las de Zara-
goza. Este caracter viene determinado por el
peso de la cascara (Felipe, 2000), que a su vez
fue més alto en las muestras de Zaragoza. Al-
gunos cultivares (‘Castilla’, ‘Colorada’, ‘Des-
mayo Largueta’y ‘Ferraduel’) mostraron va-
lores similares entre ambas estaciones y en
los dos afos. Estos cultivares poseen cascara
dura o muy dura, lo que probablemente ex-
plica la estabilidad de su dureza. Kodad (2006)
sefialé que los cultivares de cascara dura no

muestran una variabilidad interanual signi-
ficativa, mientras que las de cascara blanda se
ablandaron mas en afios de sequia. La pér-
dida de peso y de dureza de la cascara podria
ser debida a la débil lignificacion y endure-
cimiento de la misma a causa de la sequia. Es-
tos resultados indican claramente que los
cultivares de cascara dura o muy dura son los
mas adecuados para zonas aridas del medi-
terraneo y para el cultivo en secano, ya que
no pierden su dureza. Ello implica menos
ataques bidticos y mejor proteccion de la pe-
pita en el arbol y durante el almacenaje y
menores pérdidas en el descascarado, ya que
en la cuenca mediterrdnea la maquinaria
estd disefada para cascara dura. Optar por
cultivares de cascara semi-dura o blanda im-
plicaria una gran variacién interanual en zo-
nas de cultivo aridas, asi como la pérdida de
calidad que conlleva y el aumento de pérdi-
das en el descascarado.

Existen referencias contradictorias sobre el
efecto del riego en los caracteres fisicos de la
pepita como el peso o el tamaino, desde que
no les afecta (Nanos et al., 2002), a que los
aumenta (Neiddu et al., 1989), o a que en
condiciones de sequia el peso de la pepita es
mayor (Valverde et al., 2006). Estas diferen-
cias podrian deberse a los distintos cultivares
estudiados y a su grado de tolerancia a la se-
quia, a la intensidad de la sequia y de las con-
diciones climaticas (humedad y temperatura),
asi como al nivel de produccion. En cualquier
caso, parece ser que cuanto mas severa es la
sequia en condiciones de secano, mayores
son los efectos de la falta de agua sobre los
caracteres fisicos del fruto y de la pepita
(Egea et al., 2009; Goldhamer et al., 2006).

Las diferencias del peso de la pepita entre las
dos localidades no fueron significativas para
algunos cultivares, pero si en otros, como
‘Atocha’, Desmayo Largueta’y ‘Del Cid'. Ello
puede indicar diferencias en cuanto a la to-
lerancia a la sequia entre cultivares. La dis-
minucién del peso de la pepita, y por consi-
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guiente de su tamano, perjudica el valor co-
mercial de la misma, ya que las pepitas de
gran tamafio tienen mayor valor comercial
(Socias i Company et al., 2008). El tamafio de
la pepita estd determinado por sus dimen-
siones, especialmente la longitud y la an-
chura, que se establecen durante la primera
fase del desarrollo del fruto en la primavera,
cuando tiene lugar la multiplicacion celular
(Egea et al., 2009; Hawker y Buttrose, 1980),
completandose en abril o mayo, segun la
zona de cultivo. Cualquier anomalia fisiolo-
gica durante este periodo podria modificar
tanto el peso como el tamano final de la pe-
pita (Egea et al., 2009; Hill et al., 1987). Sin
embargo, la longitud y la anchura de la pe-
pita no mostraron diferencias significativas
entre ambas localidades, lo que probable-
mente indica que la humedad del suelo en
ambas estaciones no fue deficiente durante
este periodo, debido a las altas precipitacio-
nes registradas durante el invierno y el prin-
cipio de la primavera (datos no mostrados).

Los valores del espesor de la pepita, por otra
parte, fueron superiores en las muestras pro-
cedentes del CITA de Aragén, siendo ‘Del
Cid"y 'Picantilli’ los cultivares que mostraron
valores mas dispares entre las dos estaciones
para los dos afos. Un estrés hidrico acen-
tuado antes de la maduracién de la pepita se
refleja en la disminucion de su espesor de-
bido probablemente a la falta de acumula-
cion de agua y nutrientes (Egea et al. 2009;
Goldhamer y Viveros, 2000; Goldhamer et
al., 2006). En Meknes las precipitaciones fue-
ron nulas durante los meses de julio y agosto
de los dos afos, con temperaturas elevadas
(datos no mostrados), lo que aumento el es-
trés hidrico durante esta fase del afio a estos
cultivares cultivados en secano. Ello explica
los valores bajos del espesor de la pepita y
por consiguiente de su peso.

Como ya se ha mencionado, algunos usos co-
merciales de la almendra dependen de sus
caracteres fisicos. Las pepitas alargadas y con

buen espesor son las mas adecuadas para pro-
ducir filetes circulares uniformes (Schirra,
1997). Los cultivares mas adecuados para pro-
ducir este tipo de producto serian: ‘Desmayo
Rojo’, ‘Castilla’, ‘Fournat de Brézenaud'y ‘Ato-
cha’. Para producir bastones serian mas ade-
cuados ‘Del Cid’, ‘Ferraduel’, y ‘Desmayo Lar-
gueta’, por su forma alargada y su anchura.
Como en cualquier otro arbol frutal, la calidad
de la pepita depende en gran medida de las
condiciones de cultivo, sobre todo del riego y
el abonado (Felipe, 2000), por lo que la pér-
dida del peso y del espesor de la pepita en los
almendras producidas en las condiciones de
Meknés probablemente impediria su utiliza-
cion para determinados usos industriales.

Aceite y proteina

Los resultados confirman el efecto de las con-
diciones ambientales y de cultivo en la ex-
presiéon de estos componentes quimicos (Ko-
dad et al., 2004; Sanchez-Bel et al., 2001;
Saura-Calixto et al., 1988), asi como la rela-
cion que existe entre ambos componentes. Al
parecer las condiciones ambientales y de cul-
tivo del CITA de Aragén favorecieron la acu-
mulacién de aceite en la pepita, mientras
que las del INRA de Meknés favorecieron la
acumulacién de proteina.

La acumulacién de aceite y proteina en la al-
mendra presenta un patrén sigmoidal desde
la formacién del fruto hasta la maduracion,
siendo esta acumulacién mas rapida durante
la fase final del crecimiento del fruto (Cherif
et al., 2004; Hawker y Buttrose, 1980). Aun-
que Egea et al. (2009) determinaron que el es-
trés hidrico no afectaba al contenido en pro-
teina de la almendra, Sanchez-Bel et al. (2008)
encontraron diferencias del contenido en pro-
teina entre el cultivo en secano y en regadio.
Para el contenido en aceite, Schirray Agabbio
(1989) hallaron que el contenido en aceite era
mas elevado en condiciones de regadio, mien-
tras que Egea et al. (2009) senalaron un re-
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sultado contrario. En el presente estudio, al-
gunos cultivares (‘Desmayo Largueta’ y ‘Del
Cid") no mostraron diferencias significativas
entre ambas localidades en cuanto a los con-
tenidos en aceite y en proteina; algunos otros
mostraron valores significativamente mas al-
tos del aceite y bajos de proteina en las con-
diciones de Meknés; otro grupo mostré valo-
res mas altos en aceite y bajos en proteina en
la condiciones del CITA. Por ello, el posible
efecto del riego sobre estos caracteres puede
depender de las caracteristicas del genotipo,
ya que cada estudio se ha realizado con un di-
ferente material vegetal.

Para la fabricacion de pasta de almendra se
prefieren almendras con un alto contenido
en aceite, ya que ello implica una menor ab-
sorcion de agua (Alessandroni, 1980) y el man-
tenimiento de su calidad. Los cultivares con va-
lores elevados y mas o menos estables del
contenido en aceite en ambas estaciones,
como ‘Fournat de Brézenaud’, ‘Ferraduel’ y
‘Vivot’, pueden utilizarse para la produccion
de pasta de almendra de buena calidad y para
la extraccion del aceite, tanto en condiciones
de estrés como en regadio. Cultivares como
‘Desmayo Rojo’, ‘Castilla’ y ‘Retsou’ no debe-
rian destinarse a la fabricacion de pasta de al-
mendra cuando se cultiven en condiciones ari-
das, ya que entonces el contenido en aceite
baja considerablemente. Sin embargo, culti-
vares con bajo contenido en aceite se pueden
destinar para la produccién de harina de al-
mendra y otros productos por su alto conte-
nido en proteina (Longhi, 1952). ‘Atocha’y ‘Pi-
cantilli’ pueden destinarse para este uso
industrial en ambas condiciones de cultivo.

Estos resultados confirman el efecto de la
zona de cultivo, con sus condiciones ambien-
tales y culturales, en los aspectos fisicos y qui-
micos de la almendra, por lo que la utilizacion
industrial de los distintos cultivares no s6lo
puede depender de cada uno de ellos, sino
también de su procedencia, lo que debe te-
nerse muy en cuenta para la valorizaciéon de

la produccién en las distintas zonas de cultivo
del almendro. Cabe destacar que los cultiva-
res de cascara dura o muy dura son los mas
adecuados para zonas aridas, asi como que al-
gunos cultivares parecen mejor adaptados a
las condiciones de sequia, ya que no dismi-
nuye el peso de sus pepitas, como en ‘Colo-
rada’ ‘Desmayo Rojo’, ‘Del Cid’, ‘Retsou’ y 'Vi-
vot’ 0 no varia su composicién quimica, como
en ‘Desmayo Largueta’y ‘Del Cid'.
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Resumen

La necrosis apical aparece de forma habitual durante el cultivo in vitro de plantas lefiosas y ha sido des-
crita en Pistacia vera desde los inicios de su cultivo in vitro. Es un problema complejo, ya que no se ha po-
dido determinar su causa de forma definitiva a pesar de los numerosos trabajos realizados y limita enor-
memente su cultivo in vitro, por lo que la busqueda de condiciones que controlen su aparicién es de gran
interés. En este trabajo se estudia la presencia de necrosis apical en diferentes medios de cultivo y el efecto
de diferentes factores (adicion de calcio, enfriamiento basal, nUmero de brotes por frasco o frascos ven-
tilados de mayor volumen) en la necrosis apical de brotes de pistacho in vitro. El medio DKW disminuye
la incidencia de necrosis apical en comparacién con los medios MS o WPM, posiblemente debido a que la
concentracién de calcio en el medio DKW es 3 veces superior que en los otros medios. Esto ha podido oca-
sionar la falta de efecto de la adicién de calcio al medio DKW, en forma de gluconato de calcio, en la ne-
crosis apical y en otros pardmetros estudiados: porte del brote, tasa de multiplicacién o nimero de en-
trenudos. Sin embargo, tanto el enfriamiento basal, o el menor nimero de brotes por frasco, como el uso
de frascos ventilados y de mayor volumen, han disminuido la necrosis apical y mejorado el porte de forma
significativa respecto al control, aunque no se encontraron diferencias entre ellos. Estos resultados se dis-
cuten en términos de que una mayor cantidad de medio de cultivo por brote y el aumento de la transpi-
raciony el transporte de nutrientes pueden tener un efecto beneficioso en el cultivo in vitro del pistacho.

Palabras clave: Pistacho, gluconato de calcio, enfriamiento basal, nUmero de brotes, ventilacién.

Summary
Factors affecting shoot tip necrosis of Pistacia vera L. shoots cultured in vitro

Shoot tip necrosis is a common problem during in vitro culture of woody plants and was described in
Pistacia vera right from the start of its culture. It is a complex problem whose cause could not be found
yet, in spite of the numerous attempts already made, and limits to a great extent its tissue culture. In
this work, pistachio shoot tip necrosis is studied in three different culture media, as well as the effect
of different factors (Ca-gluconate, bottom cooling, shoot number or aeration) on shoot tip necrosis. DKW
medium performed better than MS or WPM media, possibly due to its greater Ca concentration (up to
3 times more). This can be the cause of the lack of effect of Ca additions in the form of Ca-gluconate
to DKW medium on shoot tip necrosis and on other parameters: shoot quality, multiplication rate or
number of internodes. However, any of these factors: bottom cooling, shoot number per flask, or the
use of vented jars with a bigger volume, had improved shoot tip necrosis impact and shoot quality in
a significant way related to the control, although no significant differences among them were found.
The results are discussed in terms of the beneficial effect on pistachio tissue culture of both higher quan-
tities of medium per shoot and an increase of transpiration and nutrient transport through the shoot.

Key words: Pistachio, Ca-gluconate, bottom cooling, shoot number, aeration.
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Introducciéon

La necrosis apical aparece de forma habitual
durante el cultivo in vitro de plantas lefiosas
(Bairu et al., 2009) y ha sido descrita en Pis-
tacia vera desde 1985 (Barghchiy Alderson,
1985). A pesar de existir diferentes hipotesis
sobre las causas que provocan la necrosis
apical, no se ha podido determinar su origen
de forma definitiva (Bairu et al., 2009), lo que
indica la complejidad del problema. En pis-
tacho, la necrosis apical limita enormemente
su cultivo in vitro y sus aplicaciones para su
multiplicaciéon y conservacion, obligando a
subcultivos frecuentes, por lo que la bus-
queda de condiciones que limiten o contro-
len su aparicién es de gran interés.

La necrosis apical se ha relacionado con nu-
merosos factores entre ellos el calcio, para el
que existen multiples referencias bibliografi-
cas donde el aumento de su concentracién en
el medio de cultivo alivia la incidencia de la
necrosis apical de numerosas especies, in-
cluida el pistacho (Barghchiy Alderson, 1996).
Otro factor que se ha relacionado es el tipo
de medio y la concentracién de sus compo-
nentes, con resultados contradictorios, de
manera que Bairu et al. (2009) concluyen que
es la disponibilidad de los elementos del me-
dioy no su concentracién en el mismo lo que
es importante. La ventilacion de los cultivos,
relacionada con la transpiracion de los brotes,
actuaria en este contexto de dos maneras,
bien aumentando el flujo de nutrientes hacia
la parte superior del brote, o bien evitando la
acumulacién en el frasco de cultivo de gases
y compuestos volatiles que pueden afectar al
brote, como el CO, o el etileno (De Proft et
al., 1985; Podwyszynska y Goszczynska, 1998).
Otro factor entre los relacionados con la ne-
crosis apical es la frecuencia de subcultivos
(Jain et al., 2009), que proporciona los nu-
trientes necesarios a los brotes evitando su
agotamiento y favorece la eliminacion de
compuestos exudados por los brotes con una
posible accién nociva.

En este trabajo se describe la incidencia des-
igual de la necrosis apical en diferentes me-
dios de cultivo durante la tercera semana de
cultivo, y se estudia el efecto de diferentes
factores en la necrosis apical de brotes de pis-
tacho cultivado in vitro.

Materiales y métodos
Micropropagacién de P. vera

Brotes de P. vera cultivados in vitro durante
mas de dos ainos se subcultivaron en distintos
medios de cultivo para su comparacién: DKW
(Driver y Kuniyuki, 1984), MS (Murashige y
Skoog, 1962) y WPM (Lloyd y McCown, 1980),
afiadiendo 0.5 uM IBA, 5 uM BA, 30 g I'' de
sacarosa, y 7 g I'" de agar (Difco Bacto-agar)
segun el método descrito por Garcia et al.
(2010). Los cultivos se mantuvieron en una
camara de cultivo con fotoperiodo de 16 h
con luz blanca proporcionada por fluores-
centes “cool-white” y una intensidad de 35
pumol m2 sy temperatura de 24°Cy se sub-
cultivaron cada tres semanas. Se compararon
los diferentes medios de cultivo atendiendo
a: necrosis apical (%), numero de entrenudos
por brote y tasa de multiplicacién (nimero
de brotes a partir de un brote), a las 3 se-
manas del subcultivo. Se analizaron 56 bro-
tes por tratamiento y se realizaron dos re-
peticiones. Los datos fueron analizados,
segun su distribucion, con diferentes pruebas
estadisticas: test de Kruskal-Wallis (nUmero
de entrenudos por brote y nimero de brotes
por brote o tasa de multiplicacion) y el test
de proporciones “prop. test” (necrosis api-
cal). Se utilizé el paquete estadistico R (R
Development Core Team, 2008).

Necrosis apical

Se han usado para este trabajo brotes de P.
vera cultivados in vitro durante mas de dos
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anos. Los brotes se multiplicaron en una cé-
mara de cultivo en condiciones similares a las
descritas anteriormente. Los brotes se sub-
cultivaron cada 3 semanas en un medio DKW
modificado con 0.01 g I'" de acido ascérbico
(antioxidante).

Para estudiar el efecto de diferentes factores
en la necrosis apical de los brotes, se aumenté
la duracién entre subcultivos a 6 semanas, ya
que a partir de la tercera semana aumenta la
aparicién de necrosis apical. Se estudiaron 4
tratamientos comparados con el control, en el
que se utilizaron frascos de cultivo de vidrio
de 100 ml de volumen (Sigma, St. Louis, MO,
USA) con tapas Magenta B-cap (Sigma) en los
que se colocaron 7 brotes por frasco y 30 ml
de medio de cultivo DKW modificado como
se ha descrito anteriormente. Para evaluar el
posible efecto del aumento de la concentra-
cion de calcio se anadioé al medio gluconato
de calcio (3 mM) en las mismas condiciones
del control. Igualmente se estudié el efecto
del enfriamiento basal; se creé un gradiente
de temperatura creciente entre el medio de
cultivo y el ambiente, lo que favorece la
transpiraciéon y el transporte de nutrientes.
Los frascos de cultivo se colocaron en una su-
perficie refrigerada, a 6°C por debajo de la
temperatura ambiente de la cdAmara de cul-
tivo, manteniendo las demas condiciones
como en el control. Se estudié, ademas, el
efecto del tipo de frasco de cultivo y la ven-
tilacién comparando el control con un frasco
de polipropileno (Sigma) de mayor volumen
(700 ml) con tapas provistas de una mem-
brana de 0.22 pm de didmetro de poro que
permite el intercambio de gases, pero no la
entrada de microorganismos, a los que se
anadieron 100 ml de medio de cultivo y se co-
locaron 12 brotes por frasco. Por ultimo, se
estudio el efecto de la reduccién del nimero
de brotes por frasco: 5 brotes en lugar de los
7 brotes del control, de manera que cada
brote tuviera una mayor cantidad de medio

de cultivo disponible, manteniendo las demas
condiciones como en el control.

Se realizaron 5 repeticiones por tratamiento,
excepto en el frasco de mayor volumen, que
se realizaron 3, siendo el numero inicial de
brotes 35 (control, gluconato de calcio, en-
friamiento basal), 36 (frasco de cultivo) o 25
(numero de brotes). Se evaluaron diferentes
parametros en un numero variable de brotes
que dependié de la tasa de multiplicacion
durante el periodo de cultivo en cada trata-
miento: control (88 brotes); gluconato de
calcio (70 brotes); enfriamiento basal (75 bro-
tes); frasco de cultivo (120 brotes) y niUmero
de brotes (59 brotes). Después de 6 semanas
de cultivo se evaluaron diferentes parame-
tros: 1) la aparicion de necrosis apical; 2) el
porte del brote, asignando a cada brote una
categoria: “Malo”, si la planta presentaba
necrosis apical y ademas presentaba un as-
pecto muy deteriorado, “Regular”, si la
planta presentaba los apices amarillentos y
“Bueno”, si la planta presentaba crecimiento
activo y sin sintomas de necrosis; 3) el nu-
mero de entrenudos por brote y 4) la tasa de
multiplicacién durante el periodo de cultivo
(numero de brotes al final del periodo de cul-
tivo por brote inicial). Los datos se analizaron
segun su distribucion: el efecto de los dife-
rentes tratamientos sobre la necrosis apical se
analizé6 mediante la regresion logistica, se-
gun un modelo lineal con errores binomiales,
para obtener tablas de ‘deviancia’ que son
analogas a las del analisis de varianza, utili-
zando la transformacién “logit link function”
a las probabilidades de los datos (logit p =
[p/(1-p)]. El porte del brote se estudié me-
diante el andlisis de tablas de contingencia
utilizando el test de la Chi cuadrado. El nu-
mero de entrenudos se analizé mediante un
analisis de la varianza de una via. Se utilizé el
paquete estadistico R (R Development Core
Team, 2008).
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Resultados y discusion

La necrosis apical de brotes de P. vera cultiva-
dos in vitro ha estado influida de forma muy
significativa (p<0.001) por el medio de cul-
tivo utilizado (Figura 1). El medio DKW ha
mostrado la menor incidencia de necrosis api-
cal, con un nimero medio de entrenudos su-
perior a 6 y manteniendo una tasa de multi-
plicacién de 2.5 brotes por brote en cada
subcultivo, inferior a la tasa del medio WPM
(3.5 brotes por brote), que presentaba sin em-
bargo una proporcién de brotes con necrosis

apical superior al doble que el DKW (60%) y
un menor numero medio de entrenudos por
brote (5), siendo estas diferencias altamente
significativas (p<0.001). Por otra parte, el me-
dio MS muestra una posicién intermedia en el
porcentaje de apices necréticos, pero con la
menor tasa de multiplicacion (Figura 2).

Los medios de cultivo comparados difieren no-
tablemente en su composicion mineral. Den-
tro de los elementos minerales que mas se re-
lacionan con la presencia de necrosis apical se
encuentran el boro y el calcio (Barghchi y

Figura 1. Brotes de Pistacia vera cultivados in vitro. A. Brote mostrando
sintomas de necrosis apical. B. Brote sano.
Figure 1. Pistacia vera shoots grown in vitro. A. Shoot showing
shoot-tip necrosis. B. Healthy shoot.

Alderson, 1989; George, 1993). El ion Ca?*
esta involucrado en la morfogénesis in vitro
y se requiere para muchas de las respuestas
inducidas en las plantas por los reguladores
de crecimiento (George, 1993). Una de las di-

ferencias mas notables entre los diferentes
medios de cultivo empleados es la concen-
tracion de calcio, asi, el medio DKW triplica
su concentracion respecto a MSy a WPM, sin
embargo, el boro tiene una concentracion si-
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milar. La deficiencia de calcio en las plantas
ha sido asociada con necrosis apical y un po-
bre crecimiento de las raices en diversas es-
pecies cultivadas in vitro, como el pistacho
(Barghchi y Alderson, 1989 y 1996) y otras
plantas lefiosas (Singha et al., 1990; Piagnani
et al., 1996; Bairu et al., 2009; Thakur y Kan-
war, 2011). La menor incidencia de la necro-
sis apical observada en el medio DKW podria
estar relacionada con su mayor concentra-
cion en calcio (Figura 2).

La apariciéon de necrosis apical es un pro-
blema importante en cultivo in vitro, ya que
obliga, bien a aumentar la frecuencia de los
subcultivos, reduciendo el tiempo entre sub-
cultivos a 3 semanas o menos para minimizar
su incidencia, bien a la aplicacion de diferen-
tes tratamientos que disminuyan su presencia.

La necrosis apical se ha reducido de forma al-
tamente significativa (p<0.001) gracias a la
aplicacion de distintos tratamientos, como el
enfriamiento basal, el uso de un frasco venti-
lado de mayor volumen o la reduccién del
numero de brotes, en los que las diferencias
en el porcentaje de brotes con apices necro-
sados fueron estadisticamente significativas
con respecto al control (Figura 3). Sin em-
bargo, la adicién de gluconato de calcio no
mostré una reduccién apreciable en la necro-
sis apical (Figura 3). En P, vera la adicién de Ca
al medio de cultivo produjo una reduccién en
la incidencia de necrosis cuando los brotes se
multiplicaron en medio MS, sin afectar a la
multiplicacién de brotes, y no asi la adicion de
boro (Abousalim y Mantell, 1994; Barghchi y
Alderson, 1996). El aumento de la concentra-

Figura 2. Comparacién de diferentes medios de cultivo con brotes de Pistacia vera. A. Porcentaje de
brotes mostrando necrosis apical. B. Tasa de multiplicacion (nimero de brotes finales por

cada brote inicial). C. Numero de entrenudos por brote. Letras diferentes indican

diferencias significativas (p<0.001) entre los medios de cultivo.

Figure 2. Culture media comparisons with shoot cultures of Pistacia vera. A. Percentage of shoots
showing apical necrosis. B. Multiplication rate (final number of shoots per shoot). C. Internode
number per shoot. Different letters indicate significant differences (p<0.001) among culture media.
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Figura 3. Efecto de los diferentes tratamientos en el cultivo de brotes de Pistacia vera in vitro,
tras seis semanas de cultivo. A. Porcentajes de brotes que mostraban necrosis apical. B. Porcentaje
de brotes en las diferentes categorias segun su calidad para cada tratamiento. C. Tasa de
multiplicacion (nimero de brotes finales por brote). D. NUmero de entrenudos por brote.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.001) entre los tratamientos.

Figure 3. Effect of different treatments on Pistacia vera shoot culture in vitro. A. Percentages
of shoots showing apical necrosis. B. Percentages of shoots from different categories depending
on their shoot quality —low, intermediate or high. C. Multiplication rate (final number
of shoots per shoot). D. Internode number per shoot. Different letters indicate
significant differences (p<0.001) among treatments.

cién de calcio no ha tenido un efecto sobre la
necrosis en este trabajo lo que sugiere que el
medio DKW tiene ya una concentracién de
calcio suficiente, de manera que la incidencia

sobre la necrosis no ha mejorado con la adi-
cién de 3 mM de gluconato de calcio. Esto
viene reforzado al compararlo con los otros
medios de cultivo empleados (MS y WPM) que
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contienen una concentracion de calcio tres
veces menor que el medio DKW y en los que
la necrosis apical fue muy superior (Figura 2).

Por otra parte, el menor nimero de brotes
por frasco de cultivo (5 brotes frente a 7 en el
control) ha tenido, asimismo, un efecto im-
portante en la reduccién de la necrosis apical,
siendo el tratamiento que presentd el menor
porcentaje de brotes con necrosis, con una di-
ferencia muy significativa (p<0.001) respecto
al control y al tratamiento con gluconato de
calcio, aunque las diferencias no son signifi-
cativas respecto a los tratamientos de en-
friamiento basal y al frasco de cultivo de ma-
yor volumen (Figura 3), quiza por el tamafio
de la muestra. La mayor disponibilidad de
medio de cultivo por brote cultivado, au-
mentada en el tratamiento con menor nu-
mero de brotes (un 40%) y en el cultivo en
frascos de gran volumen (94%) parece tener
un efecto beneficioso, similar al aumento de
la transpiracion debido al enfriamiento basal
o la aireacion (Figura 3) en la necrosis apical.
En otros trabajos la reduccién de la humedad
relativa o el aumento de la aireacién en los
frascos no produjeron ningun efecto sobre la
necrosis apical en pistacho (Barghchiy Alder-
son, 1996). El volumen del contenedor usado
para cultivo in vitro y el nUmero de brotes cul-
tivados puede afectar al crecimiento y mor-
fogénesis in vitro probablemente debido a
que produce cambios en la concentracién de
oxigeno, dioxido de carbono, etileno u otros
volatiles (George, 1993). También producen
un cambio en la proporcion explanto/medio,
explanto/aire o medio/aire lo que podria es-
tar relacionado con la necrosis apical.

La calidad de los brotes obtenidos tras el cul-
tivo durante 6 semanas en los diferentes tra-
tamientos se valoré evaluando diferentes ca-
racteres del brote ademas de la necrosis apical.
El porte de los brotes obtenidos con los dis-
tintos tratamientos fue significativamente me-
jor en los tratamientos en los que también se
redujo la necrosis apical: enfriamiento basal o

numero de brotes. Sin embargo, en el trata-
miento del frasco de cultivo de mayor volu-
men y aireado, muchos de estos brotes pre-
sentaban un porte “regular”, inferior a los
tratamientos anteriores, lo que puede deberse
a que este aumento de medio y de volumen
por brote no esté tan equilibrado como en el
caso de la reduccién del nimero de brotes. En
nuestras condiciones, la reducciéon del nUmero
de brotes supuso un aumento del 40% del vo-
lumen de aire por brote respecto al control,
mientras que fue del 500% en el caso del
frasco de mayor volumen. En general las con-
diciones 6ptimas tanto de la forma como del
tamafo del frasco de cultivo son muy dife-
rentes entre especies y varian también al va-
riar otros factores como el tipo de material del
recipiente, tipo de cierre o volumen del medio
de cultivo (George, 1993).

La tasa de multiplicacion después de las 6 se-
manas de cultivo bajo los diferentes trata-
mientos mostré que el cultivo en frascos de
gran volumen con aireaciéon presentaba la
mayor tasa de multiplicacién, obteniéndose
un numero de brotes final notablemente su-
perior a los demas tratamientos, aunque es-
tos fueran de menor calidad. El tratamiento
de menor nimero de brotes por frasco de cul-
tivo mostré una tasa de multiplicacion similar
al control pero con un mayor nimero de en-
trenudos por brote (Figura 3), aunque no
muestran diferencias significativas en con-
junto. Esto sugiere que la necrosis no afecta
al desarrollo del brote desde el inicio, sino
que apareceria tras un determinado grado de
desarrollo. La mayor disponibilidad de medio
de cultivo no parece tener una relacién di-
recta con el niumero de entrenudos que pa-
recen depender de otros factores como los re-
guladores de crecimiento (Sghir et al., 2005),
pero la tasa de multiplicacion fue maxima en
el frasco de mayor volumen, cuando la dis-
ponibilidad de medio de cultivo fue mayor.

Tanto la mejora de la transpiracién de los bro-
tes, como la mayor disponibilidad de medio
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de cultivo por brote cultivado son beneficio-
sas para el cultivo de pistacho in vitro, redu-
ciendo la apariciéon de apices necrosados y
mejorando la calidad del brote, con un color
mas verde y mayor turgencia. El aumento
del gradiente de humedad relativa dentro
del frasco, desde la superficie del medio de
cultivo hasta la tapa del frasco, que favorece
una mayor transpiraciéon y mejora el trans-
porte de nutrientes hasta la parte superior
del brote, se ha realizado por una parte, me-
diante el enfriamiento basal, creando un gra-
diente térmico de 6°C entre la base del frasco
y el ambiente de la cdmara, y por otra, me-
diante la utilizacion de tapas con membranas
porosas de 0.22 um de didmetro de poro que
permiten el intercambio de gases, pero no la
entrada de microorganismos.

En este trabajo se ha estudiado la necrosis
apical en diferentes medios de cultivo y el
efecto de diferentes factores (adicion de cal-
cio, enfriamiento basal, niumero de brotes
por frasco o frascos ventilados de mayor vo-
lumen) en la necrosis apical, en el desarrollo
de los brotes de pistacho in vitro y en su ca-
lidad. Los resultados indican que un bajo
porcentaje de brotes con necrosis apical y el
desarrollo de brotes de buena calidad estan
asociados con un medio de cultivo enrique-
cido en calcio hasta un nivel 6ptimo, con una
mayor cantidad de medio de cultivo por
brote y con una mayor transpiracién y trans-
porte de nutrientes a través de los brotes.
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PREMIOS DE PRENSA AGRARIA 2011
DE LA
ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO

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

Los premios se regiran de acuerdo a las siguientes

BASES

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

2. Los articulos que podran acceder al premio serdn todos aquellos que se publi-
quen en ITEA en el afio 2011. Consecuentemente, los originales deberan ser
enviados de acuerdo con las normas de ITEA y aprobados por su Comité de
Redaccion.

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

6. El fallo del jurado se dard a conocer en la revista ITEA, y la entrega del premio
se realizard con motivo de la celebracién de las Jornadas de Estudio de AIDA.




CENTRO INTERNACIONAL DE ALTOS ESTUDIOS AGRONOMICOS MEDITERRANEOS
INSTITUTO AGRONOMICO MEDITERRANEO DE ZARAGOZA

CIHEAM/IAMZ - Cursos 2010-11-12

CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION
o * MEJORA GENETICA VEGETAL 4 Oct. 10/10 Jun. 11 Zaragoza IAMZ/UdL
<
E * OLIVICULTURA Y ELAIOTECNIA 26 Sep. 11/31 Mayo 12 Cérdoba UCO/JA/CSIC/COl/
T INIA/IAMZ
w . .
> USO DE LA TELEDETECCION PARA LA GESTION DEL RIEGO 21-26 Nov. 11 Zaragoza IAMZ/UE-Proyecto
g Telerieg
o PRODUCCION DE MEDICAMENTOS A PARTIR DE PLANTAS 16-20 Ene. 12 Zaragoza IAMZ
v
B USO DE LOS MARCADORES MOLECULARES EN MEJORA VEGETAL 20 Feb./2 Mar. 12 Barcelona IAMZ/IRTA/CRAG
g GESTION DE MALAS HIERBAS EN LA AGRICULTURA ACTUAL 16-20 Abr. 12 Zaragoza IAMZ/EWRS/SEMh/
o IWSS
- PRODUCCION CAPRINA 15-26 Nov. 10 Murcia IAMZ/CAA-CARM
< . . .
= CONSERVACION Y GESTION DE RECURSOS GENETICOS ANIMALES 17-21 Ene. 11 Zaragoza IAMZ/FAO
E APLICACIONES DE LA GENOMICA EN MEJORA ANIMAL 21-25 Mar. 11 Ledn IAMZ/Univ. Leén
.g PRODUCCION AVICOLA EN CLIMAS CALIDOS 9-14 Mayo 11 Zaragoza IAMZ
8 * NUTRICION ANIMAL 3 Oct. 11/8 Jun. 12 Zaragoza IAMZ/UZ/FEDNA/
2 UPM
g * MEJORA GENETICA ANIMAL Y BIOTECNOLOGIA 3 Oct. 11/29 Jun. 12 Valencia/ UPV/UAB/IAMZ/
a DE LA REPRODUCCION Barcelona IVIA/INIA/IRTA/ AGROALIMED

(*) Cursos de Especializacion de Postgrado del correspondiente Programa Master of Science (*marcados con asterisco en el listado). Se desarrollan
cada dos anos:

— MEJORA GENETICA VEGETAL: 10-11; 12-13; 14-15 ~ PLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL
_ OLIVICULTURA Y ELAIOTECNIA: 11-12; 13-1; 15-16 Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE: 10-11; 12-13; 14-15
— NUTRICION ANIMAL: 11-12: 13-14: 15-16 — MARKETING AGROALIMENTARIO: 11-12; 13-14; 15-16
~ MEJORA GENETICA ANIMAL Y BIOTECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION; ~ — ACUICULTURA:10-11;12-13; 14-15

11-12; 13-14; 15-16 — GESTION PESQUERA SOSTENIBLE: 11-12; 13-14; 15-16

Se destinan primordialmente a titulados superiores en vias de especializacion de posgrado. No obstante se estructuran en unidades independien-
tes para facilitar la asistencia de profesionales interesados en aspectos parciales del programa. Los participantes que cumplan los requisitos aca-
démicos pueden optar a la realizacién del 2° afio para la obtencion del Titulo Master of Science. El plazo de inscripcion para el curso de Olivicul-
tura y elaiotecnia finaliza el 15 de Abril 2011. El plazo de inscripcion para los cursos de Nutricion animal, Mejora genética animal y biotecnologia
de la reproduccién, Marketing agroalimentario y Gestion pesquera sostenible finaliza el 4 de Mayo 2011. El plazo de inscripcion para los cursos de
Mejora genética vegetal, Planificacion integrada para el desarrollo rural y la gestion del medio ambiente y Acuicultura finaliza el 4 de Mayo 2012.
El Estado Espafol reconoce el titulo Master of Science del CIHEAM otorgado a través del IAMZ como equivalente al titulo oficial de Master del sis-
tema universitario espafiol.

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

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

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



CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION
* PLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL 4 Oct. 10/10 Jun. 11 Zaragoza IAMZ/UdL
Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE
' ECONOMIA AMBIENTAL Y DE LOS RECURSOS NATURALES 7-18 Feb. 11 Zaragoza IAMZ
= . . . .
% RESTAURACION ECOLOGICA DE RIOS MEDITERRANEOS 19-24 Sep. 11 Zaragoza IAMZ
=  LOS INCENDIOS FORESTALES EN LA PERSPECTIVA 13-17 Feb. 12 Zaragoza IAMZ/UE-Proyecto
‘ot DEL CAMBIO GLOBAL
O  SISTEMAS DE AYUDA A LA DECISION PARA EL DESARROLLO 19-23 Mar. 12 Zaragoza IAMZ
"'E‘ Y LA GESTION MEDIOAMBIENTAL DE ZONAS RURALES
ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS GEOESPACIALES 11-22 Jun. 12 Zaragoza IAMZ
EN ESTUDIOS AMBIENTALES
2
8 MARKETING DE PRODUCTOS ECOLOGICOS 18-22 Oct. 10 Zaragoza IAMZ
E, INCORPORACION DE LA CALIDAD Y LA SEGURIDAD 4-8 Abr. 11 Zaragoza IAMZ
=  ALIMENTARIA EN LOS PLANES DE MARKETING
é ESTRATEGIAS DE MARKETING PARA LOS PRODUCTORES 13-17 Jun. 11 Zaragoza IAMZ
¢ AGRARIOS LOCALES
w
g * MARKETING AGROALIMENTARIO 3 Oct. 11/8 Jun. 12 Zaragoza IAMZ
(V)
* ACUICULTURA 18 Oct. 10/31 Mayo 11  Las Palmas de ULPGC/ICCM/IAMZ
Gran Canaria
GESTION DE LA SEGURIDAD EN MOLUSCOS BIVALVOS 27 Sep./1 Oct. 10 Santiago de IAMZ/Univ. Santiago
Compostela de Compostela/FAO
& CULTIVO DE ALGAS MARINAS: TECNICAS, USOS Y 22-26 Nov. 10 Zaragoza IAMZ
g PERSPECTIVAS DE DESARROLLO
5 HERRAMIENTAS PARA EL SEGUIMIENTO Y VIGILANCIA 14-18 Mar. 11 Zaragoza IAMZ/FAO
8 EN LOS SISTEMAS DE CONTROL DE LA PESCA
::) MONITORIZACION DE LOS EFECTOS AMBIENTALES 23-27 Mayo 11 Murcia IAMZ/CAA-CARM
& DELAACUICULTURA
: * GESTION PESQUERA SOSTENIBLE 17 Oct. 11/15 Jun. 12 Alicante UA/MARM/IAMZ
g EVALUACION DE LA CALIDAD Y LA SEGURIDAD DEL 17-21 Oct. 11 Derio IAMZ/AZTI-Tecnalia/
w PESCADO Y DE LOS PRODUCTOS DE LA PESCA FAO
[-%
ANALISIS DEL RIESGO SANITARIO EN ACUICULTURA 12-16 Dic. 11 Zaragoza IAMZ
AVANCES EN REPRODUCCION DE PECES Y SU APLICACION 23-27 Ene. 12 Castelléon IAMZ/CSIC-IATS
AL MANEJO DE REPRODUCTORES
SISTEMAS DE RECIRCULACION Y SU APLICACION EN ACUICULTURA  14-18 Mayo 12 Zaragoza IAMZ

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

Instituto Agronémico Mediterraneo de Zaragoza

Avenida de Montafiana 1005, 50059 Zaragoza (Espafia)
Teléfono +34 976 716000 - Fax +34 976 716001 - e-mail iamz@iamz.ciheam.org
www.iamz.ciheam.org






-

AIDN

). N itea
—.

Informacién Técnica Econémica Agraria

ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO

CONCESION DEL PREMIO
PRENSA AGRARIA 2010 DE AIDA

Presidente
Ricardo Revilla Delgado

Vocales

Jesus Val Falcon

Dunixi Gavifa lturriaga
José Gonzalez Bonillo
Blas Valero Garcés

Secretario
Juan A. Marin Velazquez

Reunido el Jurado del Premio 2010 de Prensa Agraria de AIDA formado por D.
Ricardo Revilla Delgado, Presidente de AIDA, D. Dunixi Gaviia lturriaga, en
representacién del Director del Instituto Agrondmico Mediterraneo de Zarago-
za (IAMZ), D. Jesus Val Falcén, Director de la Estacion Experimental de Aula Dei
(CSIQ), y D. Blas Valero Garcés, Director del Instituto Pirenaico de Ecologia (CSIC)
y D. José Gonzalez Bonillo, Director Gerente del Centro de Investigacion y Tec-
nologia Agroalimentaria (CITA) que disculpan su asistencia, y actuando como
secretario D. Juan A. Marin Veldzquez, Director de ITEA, tal como establecen las
bases de la convocatoria aprobadas en la Asamblea General de la Asociacion
celebrada en mayo de 1983, acordd premiar entre los articulos publicados en
ITEA durante el aino 2010 al siguiente:

Premio “Prensa Agraria”: "Respuesta de la canola (Brassica napus) a diferen-
tes sistemas de labranza de conservacién en secano en la Meseta Purhépera,
Michoacan, México" siendo sus autores M.A. Cepeda y B.L. Gémez.

Zaragoza 19 de Abril de 2011

EL PRESIDENTE DE AIDA
Ricardo Revilla Delgado







INSCRIPCION EN AIDA

* Si desea Ud. pertenecer a la Asociacion, rellene la ficha de inscripcion y enviela a Asociacion
Interprofesional para el Desarrollo Agrario. Avda. Montafiana 930. 50059 Zaragoza.

Si elige como forma de pago la domiciliacién bancaria, adjunte a la hoja de inscripcién el
impreso de domiciliacién sellado por su banco.

APEITIOS ... NOMDBre ..o
(D1 =Yl of o Tq N T X - | SRS
Teléfono ..o FaX.urierenreerenreere e E-mail ..o
=] g1 o (=3 T USSR

Area en que desarrolla su actividad profesional

Firma
FORMA DE PAGO (COUTA ANUAL: 39 EUROS)
1 Cargo a tarjeta VISA 6 MASTERCARD
NUmero tarjeta: Valida hasta:

U0 00oo0bbooobood

O Cargo a cuenta corriente o libreta (rellenar la domiciliacién bancaria)

YA D1 ¢=Yat do g L= I =Y Telo Y (@7 - SRR

Muy Sr. mio:

Ruego a Vd. se sirva adeudar en la siguiente cuenta corriente / Libreta (20 digitos)

que mantengo en esa oficina, el recibo anual que serd presentado por la “Asociacion Inter-
profesional para el Desarrollo Agrario”.

Atentamente,

Firmado: Sello de la Entidad:
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