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NOTAS AL AUTOR

La Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias se edita
completa en dos idiomas (espanol e inglés) y publica tres
categorias de trabajos: Articulos cientificos, Notas de
investigacion y Revisiones bibliograficas.

Los autores interesados en publicar en esta revista
deberan ajustarse a los lineamientos que mas adelante se
indican, los cuales, en términos generales, estan de
acuerdo con los elaborados por el Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas (CIERM) Bol Oficina Sanit
Panam 1989;107:422-437.

1.

Soblo se aceptaran trabajos inéditos. No se admitiran
si estan basados en pruebas de rutina, ni datos
experimentales sin estudio estadistico cuando éste
sea indispensable. Tampoco se aceptaran trabajos
que previamente hayan sido publicados condensados
0 in extenso en Memorias o Simposio de Reuniones o
Congresos (a excepcion de Resimenes).

Todos los trabajos estaran sujetos a revision de un
Comité Cientifico Editorial, conformado por Pares de
la Disciplina en cuestion, quienes desconoceran el
nombre e Institucién de los autores proponentes. El
Editor notificara al autor la fecha de recepcion de su
trabajo.

El manuscrito debera someterse a través del portal de
la Revista en la direccién electrénica:
http://cienciaspecuarias.inifap.gob.mx, consultando
el “Instructivo para envio de articulos en la
pagina dela Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias”.
Para su elaboracion se utilizara el procesador de
Microsoft Word, con letra Times New Roman a 12
puntos, a doble espacio. Asimismo, se deberan llenar
los formatos de postulacion, carta de originalidad y no
duplicidad y disponibles en el propio sitio oficial de la
revista.

Por ser una revista con arbitraje, y para facilitar el
trabajo de los revisores, todos los renglones de cada
pagina deben estar numerados de manera continua a
lo largo de todo el documento; asimismo cada pagina
debe estar numerada, inclusive cuadros, ilustraciones
y gréficas.

Los articulos tendrdn una extensién maxima de 20
cuartillas a doble espacio, sin incluir paginas de Titulo,
y cuadros o figuras (los cuales no deberan exceder de
ocho y ser incluidos en el texto). Las Notas de
investigacion tendrén una extension maxima de 15
cuartillas y 6 cuadros o figuras. Las Revisiones

VI

10.

bibliograficas una extension maxima de 30 cuartillas y
5 cuadros.

Los manuscritos de las tres categorias de trabajos que
se publican en la Rev. Mex. Cienc. Pecu. deberan
contener los componentes que a continuacion se
indican, empezando cada uno de ellos en pagina
aparte.

Pagina del titulo

Resumen en espaiiol

Resumen en inglés

Texto

Agradecimientos y conflicto de interés
Literatura citada

Pagina del Titulo. Solamente debe contener el titulo
del trabajo, que debe ser conciso pero informativo; asi
como el titulo traducido al idioma inglés. En el
manuscrito no se debe incluir informacién como
nombres de autores, departamentos, instituciones,
direcciones de correspondencia, etc., ya que estos
datos tendran que ser registrados durante el proceso
de captura de la solicitud en la plataforma del OJS
(revisar el Instrucctivo para envio de articulos en la
direccion: http://ciencias pecuarias.inifap.gob.mx.

Resumen en espaiiol. En la segunda pagina se debe
incluir un resumen que no pase de 250 palabras. En

él se indicaran los propositos del estudio o
investigacion; los procedimientos basicos y la
metodologia empleada; los resultados mas

importantes encontrados, y de ser posible, su
significacion estadistica y las conclusiones principales.
A continuacién del resumen, en punto y aparte,
agregue debidamente rotuladas, de 3 a 8 palabras o
frases cortas clave que ayuden a los indizadores a
clasificar el trabajo, las cuales se publicaran junto con
el resumen.

Resumen en inglés. Anotar el titulo del trabajo en
inglés y a continuacion redactar el “abstract” con las
mismas instrucciones que se sefalaron para el
resumen en espafol. Al final en punto y aparte, se
deberan escribir las correspondientes palabras clave
("keywords").

Texto. Las tres categorias de trabajos que se publican
en la Rev. Mex. Cienc. Pecu. consisten en lo
siguiente:


http://cienciaspecuarias.inifap.gob.mx/
http://ciencias/

11.

12.

a) Articulos cientificos. Deben ser informes de trabajos
originales derivados de resultados parciales o finales
de investigaciones. El texto del Articulo cientifico se
divide en secciones  que llevan estos
encabezamientos:

Introduccién Material

y MétodosResultados
Discusién

Conclusiones e implicaciones
Literatura citada

En los articulos largos puede ser necesario agregar
subtitulos dentro de estas divisiones a fin de hacer
mas claro el contenido, tanto en Material y métodos como
en las secciones deResultados y de Discusion, las
cuales también pueden presentarse como una sola
seccion.

b) Notas de investigacion. Consisten en
modificaciones a técnicas, informes de casos clinicos
de interés especial, preliminares de trabajos o
investigaciones limitadas, descripcidon de nuevas
variedades de pastos; asi como resultados de
investigacion que a juicio de los editores deban asi ser
publicados. El texto contendra la misma informacion
del método experimental sefialado en el inciso a),
pero su redaccion sera corrida del principio al final del
trabajo; esto no quiere decir que sdlo se supriman los
subtitulos, sino que se redacte en forma continua y
coherente.

c) Revisiones bibliograficas. Consisten en el
tratamiento y exposicion de un tema o topico de
relevante actualidad e importancia; su finalidad es la
de resumir, analizar y discutir, asi como poner a
disposicion del lector informacién ya publicada sobre
un tema especifico. El texto se divide en:
Introduccion, y las secciones que correspondan al
desarrollo del tema en cuestion.

Agradecimientos y conflicto de interés. Siempre
que corresponda, se deben especificar las
colaboraciones que necesitan ser reconocidas, tales
como a) la ayuda técnica recibida; b) el
agradecimiento por el apoyo financiero y material,
especificando la indole del mismo; c) las relaciones
financieras que pudieran suscitar un conflicto de
intereses. Las personas que colaboraron pueden ser
citadas por su nombre, afiadiendo su funcion o tipo de
colaboracién; por ejemplo: “asesor cientifico”,
“revision critica de la propuesta para el estudio”,
“recoleccién de datos”, etc. Siempre que corresponda,
los autores deberdn mencionar si existe algin
conflicto de interés.

Literatura citada. Numere las referencias
consecutivamente en el orden en que se mencionan
por primera vez en el texto. Las referencias en el
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texto, en los cuadros y en las ilustraciones se deben
identificar mediante nOimeros arabigos entre
paréntesis, sin sefialar el afio de la referencia. Evite
hasta donde sea posible, el tener que mencionar en el
texto el nombre de los autores de las referencias.
Procure abstenerse de utilizar los resimenes como
referencias; las “observaciones inéditas” y las
“comunicaciones personales” no deben usarse como
referencias, aunque pueden insertarse en el texto
(entre paréntesis).

Reglas basicas para la Literatura citada

Nombre de los autores, con mayusculas solo las
iniciales, empezando por el apellido paterno, luego
iniciales del materno y nombre(s). En caso de
apellidos compuestos se debe poner un guién entre
ambos, ejemplo: Elias-Calles E. Entre las iniciales de
un autor no se debe poner ningln signo de
puntuacion, ni separacion; después de cada autor solo
se debe poner una coma, después del tltimo autor se
debe poner unpunto.

El titulo del trabajo se debe escribir completo (en su
idioma original) luego el titulo abreviado de la revista
donde se publico, sin ningln signo de puntuacion;
inmediatamente después el ano de la publicacion,
luego el nimero del volumen, seguido del nimero
(entre paréntesis) de la revista y finalmente el nimero
de paginas (esto en caso de articulo ordinario de
revista).

Puede incluir en la lista de referencias, los articulos
aceptados, aunque todavia no se publiquen; indique la
revista y agregue “en prensa” (entre corchetes).

En el caso de libros de un solo autor (0 mas de uno,
pero todos responsables del contenido total del libro),
después del o los nombres, se debe indicar el titulo
del libro, el nimero de la edicion, el pais, la casa
editorial y el afio.

Cuando se trate del capitulo de un libro de varios
autores, se debe poner el nombre del autor del
capitulo, luego el titulo del capitulo, después el
nombre de los editores y el titulo del libro, seguido del
pais, la casa editorial, afio y las paginas que abarca el
capitulo.

En el caso de tesis, se debe indicar el nombre del
autor, el titulo del trabajo, luego entre corchetes el
grado (licenciatura, maestria, doctorado), luego el
nombre de la ciudad, estado y en su caso pais,
seguidamente el nombre de la Universidad (no el de
la escuela), y finalmente el afio.



Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen a
continuacion:

Revistas

Articulo ordinario, con volumen y nimero. (Incluya el
nombre de todos los autores cuando sean seis o
menos; si son siete 0 mas, anote soélo el nombre de
los seis primeros y agregue “et al.”).

I) Basurto GR, Garza FID. Efecto de la inclusién de grasa
o proteina de escape ruminal en el comportamiento
de toretes Brahman en engorda. Téc Pecu Méx

1998;36(1):35-48.
Sdlo nimero sin indicar volumen.

II) Stephano HA, Gay GM, Ramirez TC. Encephalomielitis,
reproductive failure and corneal opacity (blue eye) in
pigs associated with a paramyxovirus infection. Vet

Rec 1988;(122):6-10.

III) Chupin D, Schuh H. Survey of present status of the use
of artificial insemination in developing countries.
World Anim Rev 1993;(74-75):26-35.

No se indica el autor.

Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med ]
1994,84:15.

V)

Suplemento de revista.

Hall JB, Staigmiller RB, Short RE, Bellows RA, Bartlett
SE. Body composition at puberty in beef heifers as
influenced by nutrition and breed [abstract]. J Anim
Sci 1998;71(Suppl 1):205.

V)

Organizacion, como autor.

VI) The Cardiac Society of Australia and New Zealand.
Clinical exercise stress testing. Safety and performance
guidelines. Med J Aust 1996;(164):282-284.

En proceso de publicacion.

VII) Scifres CJ, Kothmann MM. Differential grazing use of
herbicide treated area by cattle. J Range Manage [in
press] 2000.

Libros y otras monografias
Autor total.

VIII) Steel RGD, Torrie JH. Principles and procedures of
statistics: A biometrical approach. 2nd ed. New
York, USA: McGraw-Hill Book Co.; 1980.

VIII

Autor de capitulo.

IX) Roberts SJ. Equine abortion. In: Faulkner LLC editor.
Abortion diseases of cattle. 1rst ed. Springfield,

Illinois, USA: Thomas Books; 1968:158-179.

Memorias de reuniones.

X) Loeza LR, Angeles MAA, Cisneros GF. Alimentacion
de cerdos. En: Zlfiga GIL, Cruz BJA editores.
Tercera reunion anual del centro de investigaciones
forestales y agropecuarias del estado de Veracruz.

Veracruz. 1990:51-56.

Olea PR, Cuarén IJA, Ruiz LF], Villagdmez AE.
Concentracién de insulina plasmatica en cerdas
alimentadas con melaza en la dieta durante la
induccion de estro lactacional [resumen]. Reunion
nacional de investigacion pecuaria. Querétaro, Qro.
1998:13.

XI)

XII) Cunningham EP. Genetic diversity in domestic
animals:  strategies for conservation and
development. In: Miller RH et al. editors. Proc XX
VI eltsdille Symposium: Biotechnology’s role in genetic
improvement of farm animals. USDA. 996:13.
L

Tesis.

XIII) Alvarez MJA. Inmunidad humoral en la anaplasmosis
y babesiosis bovinas en becerros mantenidos en una
zona endémica [tesis maestria]. México, DF:
Universidad Nacional Auténoma de México; 1989.

XIV) Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid
oxigen [doctoral thesis]. Berkeley, California, USA:
University of California; 1965.

Organizacion como autor.

XV) NRC. National Research Council. The nutrient
requirements of beef cattle. 6th ed. Washington,
DC, USA: National Academy Press; 1984.

XVI) SAGAR. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Desarrollo Rural. Curso de actualizacion técnica para
la aprobacién de médicos veterinarios zootecnistas
responsables de establecimientos destinados al
sacrificio de animales. México. 1996.

XVII) AOAC. Oficial methods of analysis. 15th ed.
Arlington, VA, USA: Association of Official Analytical
Chemists. 1990.

XVIII) SAS. SAS/STAT User’s Guide (Release 6.03). Cary
NC, USA: SAS Inst. Inc. 1988.

XIX) SAS. SAS User’s Guide: Statistics (version 5 ed.).
Cary NC, USA: SAS Inst. Inc. 1985.



XX)

Publicaciones electronicas

Jun Y, Ellis M. Effect of group size and feeder type
on growth performance and feeding patterns in
growing pigs. J Anim Sci 2001;79:803-813.
http://jas.fass.org/cgi/reprint/79/4/803.pdf.
Accessed Jul 30, 2003.

XXI) Villalobos GC, Gonzalez VE, Ortega SJA. Técnicas

para estimar la degradacion de proteina y materia
organica en el rumen y su importancia en rumiantes
en pastoreo. Téc Pecu Méx 2000;38(2): 119-134.
http://www.tecnicapecuaria.org/trabajos/20021217
5725.pdf. Consultado 30 Ago, 2003.

XXII) Sanh MV, Wiktorsson H, Ly LV. Effect of feeding level

13.

on milk production, body weight change, feed
conversion and postpartum oestrus of crossbred
lactating cows in tropical conditions. Livest Prod Sci
2002;27(2-3):331-338.  http://www.sciencedirect.
com/science/journal/03016226. Accessed Sep 12,
2003.

Cuadros, Graficas e Ilustraciones. Es preferible
que sean pocos, concisos, contando con los datos
necesarios para que sean autosuficientes, que se
entiendan por si mismos sin necesidad de leer el texto.
Para las notas al pie se deberan utilizar los simbolos
convencionales.

14 Version final. Es el documento en el cual los autores

15.

16.

17.

18.

ya integraron las correcciones y modificaciones
indicadas por el Comité Revisor. Se les enviara a los
autores un instructivo que contendra los puntos
esenciales para su correcta elaboracién. Las
fotografias e imagenes deberan estar en formato jpg
(o compatible) con al menos 300 dpi de resolucion.
Tanto las fotografias, imagenes, graficas, cuadros o
tablas deberan incluirse en el mismo archivo del texto.
Los cuadros no deberan contener ninguna linea
vertical, y las horizontales solamente las que delimitan
los encabezados de columna, y la linea al final del
cuadro.

Una vez recibida la version final, ésta se mandara para
su traduccién al idioma inglés o espafiol, segun
corresponda. Si los autores lo consideran conveniente
podran enviar su manuscrito final en ambos idiomas.

Tesis. Se publicaran como Articulo o Nota de
Investigacion, siempre y cuando se ajusten a las
normas de esta revista.

Los trabajos no aceptados para su publicacion se
regresaran al autor, con un anexo en el que se
explicaran los motivos por los que se rechaza o las
modificaciones que deberan hacerse para ser
reevaluados.

IX
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Abreviaturas de uso frecuente:

cal caloria (s)

cm  centimetro (s)

°C  grado centigrado (s)
DL50 dosis letal 50%

g gramo (s)

ha  hectarea (s)

h hora (s)

i.m. intramuscular (mente)
i.v. intravenosa (mente)

] joule (s)
kg kilogramo (s)

km  kildmetro (s)

L litro (s)

log logaritmo decimal
Mcal megacaloria (s)
MJ  megajoule (s)

m metro (s)

msnm metros sobre el nivel del mar
Mg  microgramo (s)

1] microlitro (s)

MM  micrometro (s)(micra(s))
mg  miligramo (s)

ml  mililitro (s)

mm  milimetro (s)

min  minuto (s)

ng nanogramo (s)

P probabilidad (estadistica)

p pagina

PC  proteina cruda

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
pp  paginas

ppm partes por millén

% por ciento (con numero)
rpm revoluciones por minuto
seg segundo (s)

t tonelada (s)

TND total de nutrientes digestibles

UA  unidad animal

Ul unidades internacionales
VS  versus

Xg  gravedades

Cualquier otra abreviatura se pondra entre paréntesis
inmediatamente  después de la(s) palabra(s)
completa(s).

Los nombres cientificos y otras locuciones latinas se
deben escribir en cursivas.


http://jas.fass.org/cgi/reprint/79/4/803.pdf
http://www.tecnicapecuaria.org/trabajos/20021217
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias is a scientific
journal published in a bilingual format (Spanish and
English) which carries three types of papers: Research
Articles, Technical Notes, and Reviews. Authors interested
in publishing in this journal, should follow the below-
mentioned directives which are based on those set down
by the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMIJE) Bol Oficina Sanit Panam 1989;107:422-437.

1. Only original unpublished works will be accepted.
Manuscripts based on routine tests, will not be
accepted. All experimental data must be subjected to
statistical analysis. Papers previously published
condensed or /n extenso in a Congress or any other
type of Meeting will not be accepted (except for
Abstracts).

2. All contributions will be peer reviewed by a scientific
editorial committee, composed of experts who ignore
the name of the authors. The Editor will notify the
author the date of manuscript receipt.

3. Papers will be submitted in the Web site
http://cienciaspecuarias.inifap.gob.mx, according the
“Guide for submit articles in the Web site of the
Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias”. Manuscripts
should be prepared, typed in a 12 points font at
double space (including the abstract and tables), At
the time of submission a signed agreement co-author
letter should enclosed as complementary file; co-
authors at different institutions can mail this form
independently. The corresponding author should be
indicated together with his address (a post office box
will not be accepted), telephone and Email.

4. To facilitate peer review all pages should be numbered
consecutively, including tables, illustrations and
graphics, and the lines of each page should be
numbered as well.

5. Research articles will not exceed 20 double spaced
pages, without including Title page and Tables and
Figures (8 maximum and be included in the text).
Technical notes will have a maximum extension of 15
pages and 6 Tables and Figures. Reviews should not
exceed 30 pages and 5 Tables and Figures.

6. Manuscripts of all three type of articles published in
Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias should
contain the following sections, and each one should
begin on a separate page.

Title page

Abstract

Text

Acknowledgments and conflict of interest
Literature cited

Title page. It should only contain the title of the
work, which should be concise but informative; as well
as the title translated into English language. In the
manuscript is not necessary information as names of
authors, departments, institutions and
correspondence addresses, etc.; as these data will
have to be registered during the capture of the
application process on the O0JS platform
(http://cienciaspecuarias.inifap.gob.mx).

Abstract. On the second page a summary of no more
than 250 words should be included. This abstract
should start with a clear statement of the objectives
and must include basic procedures and methodology.
The more significant results and their statistical value
and the main conclusions should be elaborated briefly.
At the end of the abstract, and on a separate line, a
list of up to 10 key words or short phrases that best
describe the nature of the research should be stated.

Text. The three categories of articles which are
published in Revista Mexicana de Ciencias
Pecuarias are the following:

a) Research Articles. They should originate in primary
works and may show partial or final results of
research. The text of the article must include the
following parts:

Introduction

Materials and Methods
Results

Discussion

Conclusions and implications
Literature cited

In lengthy articles, it may be necessary to add other
sections to make the content clearer. Results and
Discussion can be shown as a single section if
considered appropriate.

b) Technical Notes. They should be brief and be
evidence for technical changes, reports of clinical
cases of special interest, complete description of a
limited investigation, or research results which
should be published as a note in the opinion
of the editors. The text will contain the same



c)

10.

11.

information presented in the sections of the
research article but without section titles.

Reviews. The purpose of these papers is to
summarize, analyze and discuss an outstanding topic.
The text of these articles should include the following
sections: Introduction, and as many sections as
needed that relate to the description of the topic in
question.

Acknowledgements. @ Whenever  appropriate,
collaborations that need recognition should be
specified: a) Acknowledgement of technical support;
b) Financial and material support, specifying its
nature; and c) Financial relationships that could be the
source of a conflict of interest.

People which collaborated in the article may be
named, adding their function or contribution; for
example: “scientific advisor”, “critical review”, “data

collection”, etc.

Literature cited. All references should be quoted in
their original language. They should be numbered
consecutively in the order in which they are first
mentioned in the text. Text, tables and figure
references should be identified by means of Arabic
numbers. Avoid, whenever possible, mentioning in the
text the name of the authors. Abstain from using
abstracts as references. Also, “unpublished
observations” and “personal communications” should
not be used as references, although they can be
inserted in the text (inside brackets).

Key rules for references

a. The names of the authors should be quoted
beginning with the last name spelt with initial capitals,
followed by the initials of the first and middle name(s).
In the presence of compound last names, add a dash
between both, i.e. Elias-Calles E. Do not use any
punctuation sign, nor separation between the initials
of an author; separate each author with a comma,
even after the last but one.

b. The title of the paper should be written in full,
followed by the abbreviated title of the journal without
any punctuation sign; then the year of the publication,
after that the number of the volume, followed by the
number (in brackets) of the journal and finally the
number of pages (this in the event of ordinary article).

C. Accepted articles, even if still not published, can
be included in the list of references, as long as the
journal is specified and followed by “in press” (in
brackets).

d. In the case of a single author’s book (or more
than one, but all responsible for the book’s contents),
the title of the book should be indicated after the
names(s), the number of the edition, the country, the
printing house and the year.
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e. When a reference is made of a chapter of book
written by several authors; the name of the author(s)
of the chapter should be quoted, followed by the title
of the chapter, the editors and the title of the book,
the country, the printing house, the year, and the
initial and final pages.

f. In the case of a thesis, references should be
made of the author’s name, the title of the research,
the degree obtained, followed by the name of the City,
State, and Country, the University (not the school),
and finally the year.

Examples

The style of the following examples, which are partly
based on the format the National Library of Medicine
of the United States employs in its Index Medicus,
should be taken as a model.

Journals

I)

1)

Standard journal article (List the first six authors
followed by et al.)

Basurto GR, Garza FID. Efecto de la inclusion de grasa
o proteina de escape ruminal en el comportamiento
de toretes Brahman en engorda. Téc Pecu Méx
1998;36(1):35-48.

Issue with no volume

Stephano HA, Gay GM, Ramirez TC. Encephalomielitis,
reproductive failure and corneal opacity (blue eye) in
pigs associated with a paramyxovirus infection. Vet
Rec 1988;(122):6-10.

III) Chupin D, Schuh H. Survey of present status of the

V)

V)

use of artificial insemination in developing countries.
World Anim Rev 1993;(74-75):26-35.

No author given

Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J
1994;84:15.

Journal supplement

Hall JB, Staigmiller RB, Short RE, Bellows RA, Bartlett
SE. Body composition at puberty in beef heifers as
influenced by nutrition and breed [abstract]. J Anim
Sci 1998;71(Suppl 1):205.

Organization, as author

VI)

The Cardiac Society of Australia and New Zealand.
Clinical exercise stress testing. Safety and
performance guidelines. Med J Aust 1996;(164):282-
284.



In press

VII) Scifres CJ, Kothmann MM. Differential grazing use of
herbicide-treated area by cattle. J Range Manage [in
press] 2000.

Books and other monographs

Author{(s)

VIII) Steel RGD, Torrie JH. Principles and procedures of
statistics: A biometrical approach. 2nd ed. New
York, USA: McGraw-Hill Book Co.; 1980.

Chapter in a book

IX) Roberts SJ. Equine abortion. In: Faulkner LLC editor.
Abortion diseases of cattle. 1rst ed. Springdfield,

Illinois, USA: Thomas Books; 1968:158-179.

Conference paper

X) Loeza LR, Angeles MAA, Cisneros GF. Alimentacion
de cerdos. En: Zlhiga GIL, Cruz BJA editores.
Tercera reunién anual del centro de investigaciones
forestales y agropecuarias del estado de Veracruz.

Veracruz. 1990:51-56.

Olea PR, Cuardn IJA, Ruiz LF], Villagdbmez AE.
Concentracién de insulina plasmatica en cerdas
alimentadas con melaza en la dieta durante la
induccion de estro lactacional [resumen]. Reunion
nacional de investigacion pecuaria. Querétaro, Qro.
1998:13.

XI)

XII) Cunningham EP. Genetic diversity in domestic
animals:  strategies for conservation and
development. In: Miller RH et al. editors. Proc XX

Beltsville Symposium: Biotechnology’s role in
genetic improvement of farm animals. USDA.
1996:13.

Thesis

XIII) Alvarez MJA. Inmunidad humoral en la anaplasmosis
y babesiosis bovinas en becerros mantenidos en una
zona endémica [tesis maestria]. México, DF:
Universidad Nacional Autonoma de México; 1989.

XIV) Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid
oxigen [doctoral thesis]. Berkeley, California, USA:
University of California; 1965.

Organization as author

XV) NRC. National Research Council. The nutrient
requirements of beef cattle. 6th ed. Washington,
DC, USA: National Academy Press; 1984.

XVI) SAGAR. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Desarrollo Rural. Curso de actualizacion técnica para
la aprobacién de médicos veterinarios zootecnistas
responsables de establecimientos destinados al
sacrificio de animales. México. 1996.

XII

XVII) AOAC. Official methods of analysis. 15th ed.
Arlington, VA, USA: Association of Official Analytical
Chemists. 1990.

XVIII) SAS. SAS/STAT User’s Guide (Release 6.03). Cary
NC, USA: SAS Inst. Inc. 1988.

XIX) SAS. SAS User’s Guide: Statistics (version 5 ed.).
Cary NC, USA: SAS Inst. Inc. 1985.

Electronic publications

XX) JunY, Ellis M. Effect of group size and feeder type
on growth performance and feeding patterns in
growing pigs. J Anim Sci 2001;79:803-813.
http://jas.fass.org/cgi/reprint/79/4/803.pdf.

Accesed Jul 30, 2003.

XXI) Villalobos GC, Gonzalez VE, Ortega SJA. Técnicas
para estimar la degradacion de proteina y materia
organica en el rumen y su importancia en rumiantes
en pastoreo. Téc Pecu Méx 2000;38(2): 119-134.
http://www.tecnicapecuaria.org/trabajos/20021217
5725.pdf. Consultado 30 Jul, 2003.

XXII) Sanh MV, Wiktorsson H, Ly LV. Effect of feeding
level on milk production, body weight change, feed
conversion and postpartum oestrus of crossbred
lactating cows in tropical conditions. Livest Prod Sci
2002;27(2-3):331-338.
http://www.sciencedirect.com/science/journal/030
16226. Accesed Sep 12, 2003.

12. Tables, Graphics and Illustrations. It is preferable
that they should be few, brief and having the
necessary data so they could be understood without
reading the text. Explanatory material should be
placed in footnotes, using conventional symbols.

13. Final version. This is the document in which the
authors have already integrated the corrections and
modifications indicated by the Review Committee. The
works will have to be elaborated with Microsoft Word.
Photographs and images must be in jpg (or
compatible) format with at least 300 dpi resolution.
Photographs, images, graphs, charts or tables must
be included in the same text file. The boxes should
not contain any vertical lines, and the horizontal ones
only those that delimit the column headings, and the
line at the end of the box.

14. Once accepted, the final version will be translated into
Spanish or English, although authors should feel free
to send the final version in both languages. No

charges will be made for style or translation services.

15. Thesis will be published as a Research Article or as a
Technical Note, according to these guidelines.

16. Manuscripts not accepted for publication will be

returned to the author together with a note explaining
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Resumen:

El objetivo fue conocer la estructura poblacional de los animales Holstein del sistema de
lecheria familiar, identificar posibles origenes del material genético, conocer el grado de
consanguinidad e identificar posibles huellas de seleccion en el genoma, que permitan
vislumbrar las caracteristicas que se han mejorado a través de los afios. El estudio incluyd
270 animales genotipados con el chip GGP-50K®. Después del control de calidad de
genotipos, se incluyeron 43,548 SNP autosémicos. Para conocer la estructura poblacional se
realizaron analisis de mezclas y componentes principales (CP). Para conocer la
consanguinidad genomica y detectar huellas de seleccion, se uso informacion de corridas de
homocigosidad (ROH). El analisis de mezclas se realizo con el software Admixture, y los de
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CP, ROH y consanguinidad se realizaron con SVS-v7.6.8. El analisis de mezclas mostro
evidencia de seis componentes, todos ligados a familias de sementales Holstein con diferente
pais de origen. Los CP no evidenciaron estratificacion de la poblacion por hato. El coeficiente
de consanguinidad promedio fue de 0.59 = 0.53 %. En las regiones del genoma con ROH
mas frecuentes en la poblacion (>20 animales), se han reportado numerosas asociaciones,
QTL vy genes relacionados con produccion y composicion de la leche, parametros de
fertilidad, susceptibilidad a enfermedades, conformacion corporal, eficiencia alimenticia y
algunas caracteristicas de composicion de la canal. Los resultados reflejan la existencia de
una amplia diversidad genética en esta poblacién y la posibilidad de realizar trabajos de
mejoramiento genético a través de seleccion sin afectar los niveles de consanguinidad.

Palabras clave: Diversidad genética, Huellas de seleccion, Consanguinidad, Sistema de
lecheria familiar.

Recibido: 17/12/2022

Aceptado:09/05/2023

Introduccion

La industria lechera de ganado bovino en México produjo alrededor de 11,489 millones de
litros de leche a nivel nacional en el 2020 (SIAP, 2020)") de los cuales, mas del 30 % del
volumen se produjo en el sistema de lecheria familiar (SLF), que incluye aproximadamente
al 78 % de los establos® En los establos del SFL predominan los animales de la raza
Holstein, aunque se pueden encontrar animales Pardo Suizo, asi como las cruzas de estos®.
Actualmente en este sistema se cuenta con poca informacion de registros productivos por
animal y en escasas ocasiones se puede recopilar informacion genealdgica, lo que hace poco
viable realizar evaluaciones genéticas de los animales de este sistema. EI mejoramiento
genético de estos animales se ha llevado a cabo por la seleccion que realiza el ganadero dentro
de su hato, o por la introduccion de material genético, pero no se tiene evidencia de
apareamientos dirigidos con un fin genético determinado.

El uso de la informacion gendmica ha permitido describir la estructura de las poblaciones
que no cuentan con informacion genealdgica o de registros. El estudio de estas poblaciones
0 animales se ha realizado a partir del estudio de marcadores de un solo polimorfismo (SNP)
0 los patrones de agrupamiento de los mismos; como, por ejemplo, las corridas de
homocigosidad (ROH), que son segmentos homocigotos en el genoma, idénticos por
descendencia, que pueden ser utilizados para estudiar la estructura de la poblacion, la historia
demografica y para descifrar la estructura genética de enfermedades complejas®. Las ROH
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son el resultado del cruzamiento entre individuos emparentados®, provenientes de
poblaciones con alto nivel de intensidad de seleccion, influenciada por la disponibilidad de
reemplazos y adopcion de herramientas tecnoldgicas y reproductivas®, o bajas tasas de
recombinacion®. Su distribucion y longitud depende de la intensidad de la seleccion, siendo
mas frecuentes y mas extensas cuando ésta es mayor®, cuando los apareamientos entre
parientes cercanos son frecuentes o cuando el tamario de las poblaciones es reducida®.

El potencial de las ROH para ayudar al mejoramiento genético de los animales de produccion
es grande, debido a que dentro de ellas se encuentran una gran cantidad de genes que
codifican para caracteristicas de interés®. Ademas, la identificacion de ROH puede ayudar
a visualizar y reconocer patrones de haplotipos caracteristicos de razas o especies”,
permitiendo identificar regiones genémicas con posibles huellas de seleccion para la raza®®
y calcular los niveles de consanguinidad individual. Esto Gltimo, mediante la evaluacién de
la porcién del genoma cubierto por los segmentos ROH, especialmente porque que hay una
alta probabilidad de detectar informacion genomica proveniente de parentescos antiguos?,
Herramienta Gtil para poblaciones que no cuentan con informacion genealdgica™?.

Las huellas de seleccion son regiones del genoma que han sido conservadas por generaciones
en las poblaciones debido a la seleccion natural o artificial. Estas secuencias de material
genético estan relacionadas con caracteres funcionalmente importantes®® y su deteccion
ayuda a identificar genes candidatos que se han favorecido en los procesos de seleccion a los
que han sido expuestas las poblaciones, y a identificar mutaciones benéficas. Ademas,
ayudan a la comprension de las rutas moleculares relacionadas con los rasgos
fenotipicos419).

Con los analisis de marcadores tipo SNP, también es posible conocer la estructura
poblacional a través de anélisis de mezclas y conocer los origenes mas influyentes en una
poblacion. Ademas, mediante métodos reductivos de informacion, como lo son los anélisis
de componentes principales, es posible determinar patrones de la estructura poblacional,
informacidn importante para establecer las bases de un programa de mejoramiento genético.

El objetivo del presente estudio fue conocer la estructura poblacional, identificar posibles
origenes del material genético, conocer el grado consanguinidad e identificar posibles huellas
de seleccion en el genoma, que permitan vislumbrar las caracteristicas que se han mejorado
a través de los afios por las decisiones de los ganaderos en sistemas de produccién familiar
de México.
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Material y métodos

Se utilizaron 270 genotipos de vacas Holstein, elegidas al azar de la poblacion presente en
tres hatos de SFL ubicados en la region de Tepatitlan, Jalisco, México. Los animales fueron
genotipados con el chip GeneSeek Genomic Profiler Bovine GGP 50K®. El control de
calidad a la informacién gendmica consistié en excluir animales con tasa de Ilamada < 0.90;
excluir SNP con frecuencia del alelo menor (MAF) < 0.02, o con una tasa de llamada < 0.95,
o con un valor de P para Hardy Weinberg < 0.0001%617), Después del control de calidad, se
incluyeron 43,548 SNP autosémicos.

Para conocer la estructura y principales origenes poblacionales, se realizd un analisis de
mezclas a través de la estimacion basada en modelos de verosimilitud que definen la
estructura de la ascendencia en individuos no relacionados, metodologia implementada en el
software Admixture V 1.3.0¢®). Mientras que, para identificar posibles agrupaciones
poblacionales por hato, se realizaron analisis de Componentes principales (CP). Para estimar
la consanguinidad con informacion gendmica y huellas de seleccién en la poblacion, se
buscaron ROH en el genoma. Para definir las ROH, se incluyeron las corridas que contaban
con una longitud minima de 500 kb y una cantidad minima de 25 SNP, con una densidad
minima de 1 marcador cada 50 kb y una brecha maxima entre marcadores homocigotos
contiguos de 500 Kb. Con los parametros mencionados, se evito el riesgo de incluir ROH
muy cortas, caso comun debido al desequilibrio de ligamiento (DL)“". EI DL se asocia con
la presencia de genes ligados, por lo que al heredarse de padres a hijos lo hacen de forma
conjunta, afectando la frecuencia de recombinacion (menor del 50 %) y presencia de ROH
en el genoma*®. Adicionalmente, se permiti6 1 SNP heterocigoto y 5 genotipos perdidos por
corrida@2b,

El analisis de ROH se realizo con la plataforma bioinformatica SNP & Variation Suite v7.6.8
Win64 (Golden Helix, Bozeman, MT, USA)®, mientras que los analisis de los datos
obtenidos se realizaron con SAS Institute 9.3.%%. Para analizar la distribucion de Lpoy, Se
definieron seis clases, de acuerdo con su longitud, que fueronde 0.5a4,>4a8,>8a12, >12
a16,>16a20y >20 Mb@,

Las huellas de seleccion se detectaron a través de la pérdida de variacion genética, empleando
las ROH identificadas en el genoma, utilizando las mas frecuentes en la poblacién (en al
menos 10 % de los animales). De acuerdo con su posicion fisica en el genoma, fueron
identificadas anotaciones o regiones previamente relacionadas con genes, QTL o caracteres
que se han realizado en otras poblaciones y que se encuentran reportadas en la base de datos
Animal QTLdb Release 43?%. Ademas, se buscaron huellas de seleccion previamente
reportadas en la base de datos de Variacion del Genoma Bovino (BGVD)@®; lo anterior con
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la finalidad encontrar informacion gendmica que ayude a conocer posibles caracteristicas que
se han seleccionado en la poblacion del Sistema de lecheria familiar (SLF) en México.

Para el célculo del coeficiente de consanguinidad por corridas (FROH) se utilizo la
metodologia propuesta por Mcquillan et al®), quienes la definieron como Fkoy =
2L:0n/ Lauto donde Fkoy es el coeficiente de endogamia del individuo i calculado por
ROH, XLk oy €s la suma total de los segmentos de ROH de un individuo i por encima de una
longitud minima especificada, en este caso > 500 kb y L,,, €S la longitud del genoma
autosdmico cubierta por los SNP incluyendo los centromeros. Como el afio de nacimiento de
los animales es desconocido, se calculd la tendencia de consanguinidad por nimero de
lactacion de los animales al momento del muestreo.

Adicionalmente se realiz6 el célculo del coeficiente de consanguinidad a través de
marcadores homocigotos observados y esperados (FHOE) para todos los animales, el cual se
ha reportado tiene una correlacion de 0.96 = 0.001 con la matriz de relaciones genomicas en
ganado Holstein®®, los valores de FHOE pueden oscilar entre —1 y +1. Los niimeros
negativos se refieren a la exogamia presente en el apareamiento entre individuos de
poblaciones diferentes y los valores positivos indican el nivel de endogamia de individuos de
la misma poblacidn; el célculo se realizé a traves del método referenciado por Ferenc¢akovic¢
et al™ con el programa SNP & Variation Suite v7.6.8 Win64 (Golden Helix, Bozeman, MT,
USA)@2,

Resultados y discusion

En el analisis de mezclas, el valor que mejor definié el niamero de poblaciones ancestrales
(K) fue seis y de acuerdo con la informacién recopilada de algunos padres de vacas, se
lograron identificar seis familias grandes, definidas principalmente por el pais de origen de
los sementales. En la Figura 1-a, se muestra la estructura de la poblacién ligada a los seis
grupos principales por pais de origen de los sementales, aunque algunas de esas familias
comparten el mismo pais de origen. Por lo anterior, se conjuntaron los grupos que
compartieron el mismo origen, quedando solo representados tres grupos grandes, dos que
representan a Estados Unidos de Ameérica y uno al Reino Unido (USA, 840 y GBR,
respectivamente) (Figura 1-b). Los origenes USA y 840 corresponden a Estados Unidos de
América, solo que el 840 es asignado a los animales que usan identificaciones de
radiofrecuencia (RFID), dispositivos expedidos por el Comité Internacional de Registro
Animal (ICAR); mientras que los animales registrados con pais de origen USA no llevan un
RFID y el uso del material genético es a nivel local o mas limitado que los 840?. Los
resultados de este estudio evidencian la dependencia genética que tiene el sistema familiar
en México del material extranjero, principalmente proveniente de Estados Unidos, ya que
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maés del 80 % de los origenes fueron ligados a familias con origenes de este pais, ya sea de
comercio local o de los registrados internacionalmente.

Figura 1: Estructura poblacional del ganado Holstein del sistema familiar a) incluyendo los
seis origenes atribuidos a familias de sementales y b) agrupados por pais de origen
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A pesar de que en otro estudio® se habia reportado la influencia de otras razas de bovinos
lecheros en el sistema familiar, en el presente estudio no se encontrd evidencia del uso o
cruza con otras razas. Estos resultados podrian sugerir que los ganaderos han seguido un
sistema de apareamientos mas dirigidos, y que se limitan a usar animales de la misma raza
en los servicios.

En los analisis de CP (Figura 2), no se encontr6 estratificacion por pais de origen del
semental, y cuando se evalud el hato de origen, se observa un hato (morado) homogéneo en
la poblacidn, y se aprecia una diferencia entre los animales de los otros hatos (rojo y azul).
El porcentaje de la variabilidad asociada a cada componente fue de 2.9, 2.0 y 1.8 para los
componentes o eigenvalores (EV) 1, 2 y 3 respectivamente.
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Figura 2: Andlisis de componentes principales de la poblacion del sistema familiar con
fenotipo Holstein, definidos por el hato de origen

€N

El nimero total de ROH (Ngy) encontrado en la poblacion estudiada fue 15,695 con una
longitud promedio (Lgoy) de 4.79 Mb, una longitud minima y méxima de 0.5 y de 91.49 Mb,
respectivamente. La longitud promedio del genoma cubierto por ROH fue de 278.76 Mb, con
un minimo y méximo de 13.28 y 535.83 Mb, respectivamente. De acuerdo con la frecuencia
de las ROH en la poblacion, se identificaron como Unicas (en un solo animal) o repetidas,
estas ultimas con una misma longitud (idénticas) o de longitud variable. El 35.86 % de las
ROH fueron unicas (Cuadro 1); mientras que el 64.14 % (10,067) fueron repetidas.

Cuadro 1: Numero y porcentaje de corridas de homocigosidad (ROH) Unicas y ROH
repetidas con misma posicion de inicio y fin, asi como posiciones variables

Tipo de ROH Longitud Numero de ROH Porcentaje

Unicas - 5,628 35.86
Idénticas 5,663 36.08

Repetidas Variable 4,404 28.06

El Ngoy fue menor en comparacion con lo reportado en animales que provienen de sistemas
especializados de produccion, lo que podria atribuirse a una menor intensidad de seleccion,
ya que la pérdida de variacion genética o la formacién de ROH en el genoma se encuentra
influenciada, entre otros factores, por el nivel de intensidad de seleccion en las poblaciones,
que a su vez estd determinado por la disponibilidad de reemplazos y adopcion de
herramientas tecnoldgicas y reproductivas, como lo son la inseminacion artificial (1A) y la
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transferencia de embriones (ET). En ganado lechero, la intensidad de seleccion es muy alta
y la seleccién de material genético se encuentra influenciada por un nimero limitado de
familias progenitoras, por lo que el apareamiento de individuos emparentados puede ser
comin®, En el ganado Holstein del sistema especializado de produccion en México, el
Nroy fue de 88,529, con un tamafio de la poblacién mayor (~4,500 animales) y Lgoy fue
mayor a 8.95 Mb®¥. En otros estudios en ganado Holstein del sistema especializado las Lry
reportadas son atin mayores; por ejemplo, en EUA de 299.6 Mb®Y y en Italia de 297 Mb©?,

El nimero promedio de ROH por animal fue de 58.13 + 11.89, con un maximo y minimo de
92y 10; lo que es un valor alto comparado con los resultados de ganado Holstein del sistema
especializado en México® reportado en promedio en 20.07 ROH por animal con un maximo
de 283 y un minimo de 1. Estudios en otras poblaciones Holstein de produccién intensiva
han reportado alrededor de 82.3 + 9.83 ROH por animal en ganado Holstein de EUAGY y
81.7 + 9.7 corridas por animal en ganado Holstein de Italia®?. Estas diferencias pueden ser
debidas al alto grado de seleccion en las poblaciones de sistemas de produccién
especializados tanto de EUA como de Italia, asi como a la disponibilidad de material genético
de sementales altamente seleccionados en comparacion con el SLF que se analiz6 en donde
no estan tan definidos los objetivos de seleccién.

De acuerdo con la clasificacion de Lgoy, las corridas méas frecuentes fueron las méas cortas
(0.5 a4 Mb) con el 64.42 %, seguidas de las de 4 a 8 Mb con 20.45 %, y las menos frecuentes
fueron las corridas mas largas (>16 a 20 y >20; Cuadro 2). Las longitudes de las ROH
proporcionan informacién sobre el nimero de generaciones en las que se comparte el
ancestro comun, siendo las mas largas las formadas en generaciones recientes®V, por lo que
la longitud de las ROH encontradas en esta poblacién reflejan una consanguinidad reciente
y baja.

Cuadro 2: Frecuencia de corridas de homocigosidad (ROH) en distintas longitudes

Longitud (Mb) Cantidad Porcentaje
05a4 10,110 64.42

>4 a8 3,209 20.45
>8a12 1,131 7.21
>12al6 539 3.43

>16a 20 296 1.89

>20 410 2.61

Mb= Mega bases.

El coeficiente de consanguinidad (FROH) promedio en la poblacion fue de 0.59 + 0.53 %
con un méximo de 3.35 % y un minimo de 0.034 %. Los resultados concuerdan con la poca
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cantidad de ROH encontradas y la corta longitud promedio. Estos valores se encontraron
muy por debajo a lo reportado en otras poblaciones de ganado Holstein altamente
seleccionadas; por ejemplo, 4.2 % en EUAG®). Aunque la consanguinidad encontrada en esta
poblacion fue insignificante, valor que se confirma con los valores calculados para FHOE
que fueron de -0.02 £ 0.08, al revisar los promedios por nimero de parto, se encontré un leve
incremento en FROH de las generaciones recientes, lo que podria indicar el inicio de una
tendencia desfavorable para el grupo estudiado (Figura 3).

Figura 3: Porcentajes de consanguinidad genémica (FROH) por nimero de lactacion al
momento del muestreo
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Para identificar las huellas de seleccion a lo largo del genoma, se buscaron cromosomas y
regiones especificas en la ubicacion y distribucion de las ROH. La presencia de ROH se
mostré en mayor medida en los cromosomas largos que en los cortos, aunque estos Ultimos
presentaron una mayor proporcion del genoma cubierta por regiones homocigoticas como lo
fue en el caso de los cromosomas10 y 20, que presentaron un 10 y un 20 con 16.98 % y
17.76 % (Figura 4), comportamiento similar a lo reportado por Szmatola et al®¥ en vacas
Holstein de Polonia sugiriendo que estas regiones han estado sujetas a una mayor seleccion,
por asociacion a caracteres de interés econémico. Los porcentajes de homocigosidad por
cromosoma son mayores que el valor promedio de FROH porque se toma la longitud del
cromosoma como el ciento por ciento y no la longitud total del genoma cubierto por los SNP;
con esto se tiene una mejor percepcion de la longitud del cromosoma cubierto por ROH.
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Figura 4: Porcentaje del cromosoma cubierto por corridas de homocigosidad (ROH)
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A lo largo del genoma se observd una relacion positiva entre el tamafio de cromosoma y el
nimero de ROH detectadas en ese cromosoma, pero no fue asi para el porcentaje de la
longitud del cromosoma cubierto por ROH, ya que los cromosomas cortos mostraron una
mayor proporcion cubierta por ROH (Figura 5), esto debido a que la longitud promedio de
las ROH fue mayor en los cromosomas cortos que en los largos, debido a que en los
cromosomas largos existe mayor recombinacion que en los cromosomas cortos®. Del total
de ROH determinado en la poblacion, los cromosomas 1y 6 fueron los que presentaron una
mayor cantidad de ROH (5.98 y 5.39 %) y los cromosomas con una menor cantidad fueron
los cromosomas 28 y 27 (1.31 'y 1.50 %) resultados similares a los de Purfield et al*”quienes
también reportaron una mayor cantidad de ROH en los cromosomas largos que en los cortos.

Figura 5: Porcentaje de corridas de homocigosidad (ROH) en cada cromosoma
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De acuerdo con la frecuencia de las ROH repetidas en la poblacién, sélo 35 se encontraron
en 10 animales 0 més y se distribuyeron en los cromosomas 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 17, 19, 21, 22, 23, 26 y 29. Las ROH mas frecuentes se encontraron en cromosomas
2y 22,en 27y 23 animales, respectivamente, siendo la longitud en estas corridas de 1.82 Mb
y 1.61 Mb. En la misma posicion de las corridas encontradas en el cromosoma 2 (83.84-85.66
Mb), Cole et al® dieron a conocer QTL (Loci de Rasgos Cuantitativos) relacionados con el
ancho de la cadera y estatura en ganado Holstein de EUA; Cai et al®® reportaron QTL
asociados a produccion de grasa en leche en ganado Holstein de paises Nordicos, pudiendo
indicar huellas de seleccion en estos cromosomas®?.

Del total de ROH con longitud variable, solo 37 se encontraron en 10 animales 0 mas,
distribuyéndose a lo largo del genoma, excepto en el cromosoma 8. En la region donde se
encontraron las ROH mas frecuentes en la poblacion (>20 animales), se han reportado
numerosas asociaciones, QTL y genes que se encuentran relacionados con produccion y
composicién de la leche, pardmetros de fertilidad, susceptibilidad a enfermedades,
conformacidn corporal, eficiencia alimenticia y algunas caracteristicas de composicion de la
canal (Cuadro 3). Los resultados muestran que a pesar de que las longitudes de las ROH en
esta poblacion (~4.79 Mb) sugieren un cruzamiento de animales emparentados hace
aproximadamente 16 generaciones™?, las regiones conservadas podrian indicar que la
seleccion en esta poblacion se encuentra dirigida a mejorar la produccion de leche,
composicion, fertilidad y salud, como podria esperarse en los sistemas de produccion de
leche. En los cromosomas 1y 2, ademas de las asociaciones con caracteristicas de interés en
ganado lechero, se observan asociaciones con caracteristicas de la canal, hallazgos que
pudieran sugerir posibles cruzamientos con otras razas.

Para buscar anotaciones de ROH con longitud variable, se tomd como referencia la ROH més

corta con respecto a la posicion final (Cuadro 3), para evitar proporcionar informacion fuera
de la region comun a todos los animales con una ROH especifica.
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Cuadro 3: Anotaciones en el genoma encontradas en las regiones donde se detectaron las
corridas de homocigosidad (ROH) mas frecuentes en la poblacién de lecheria familiar

BTA Eqs!mon de Longitud NOA Asociaciones /QTL Genes Huellas de seleccion
inicio (pb) reportadas NCBI
13 389,736 1,593,318 38 CALEASE, PTAT, FY, Asociado: TMX4, PLCB1,
MY, NM, PY, UHT, 287026. MIR2285M-1.
SB, STA, FANG,
FTLEG, UA, RLEGR,
RLEGS, RTPL, SCS,
MRCT, FSC,
CONCEPT, MBCASP,
MPFRAT, DYF,
DYST, TPL, TLGTH,
UDPTH, PP, FP,
HTINT.
1 761,316 1,116,706 32 PP, MKCASP, Asociado: ATP50, ITSNL,
CONCRATE, 506426. CRYZL1, DONSON,
MUGKCASP, BTBS, Candidato:  SON, GART,
SCS, FATTH, PY, RFI.  282257. DNAJC28,
TMEM50B,
IFNGR2, IFNAR1,
LOC104970778,
IL10RB, IFNAR?2,
LOC526226, OLIGL1,
OLIG2.
17 67,686 1,209,677 32 FY, PY, CONCRATE, TMEM192, KLHL2,
CONCEPT. MSMO1, CPE,
LOC101903170.
2 83,841,602 1,794,112 31 FSC, NRR, Candidato: SLC39A10, DNAH?7,
CONCRATE, 526800 STK17B,
CONCEPT, Candidato:  LOC531691.
MUGKCASP, MSPD, 19122
BTBS, FY, BD, Gen:
CALEASE, PTAT, 521004.
FTPL, UA, NM, PL,
RTPL, UHT, RUMWD,
SCS, SB, STA, STR,
UC, UDPTH, LMY,
EY, BW, BVDV.
7 153,780 811,014 31 CALEASE, SB, FANG, Gen: LOC107131408,
FTLEG, PTAT, FTPL,  338031. LOC100125913,
UA, NM, PL, RLEGR, LOC101902704,
RLEGS, UHT, SCS, FLT4, CNOTS,
STA, UC, UDPTH, GFPT2, MAPKO,
MBCASP. RASGEF1C.

BTA= cromosoma, NoA= nimero de animales.
Asociaciones /QTLs reportados. CALEASE= facilidad de parto, PTAT= puntos finales de conformacién,
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proteina en leche, UHT= altura de insercién de la ubre, SB= mortinatos, STA= estatura, FANG= angulo de la
pezufia, FTLEG= conformacion de patas y pezufias, UA= insercion de la ubre, RLEGR= colocacion de las
patas traseras - vista trasera, RLEGS= vista lateral de aplomos posteriores, RTPL= posicion de tetas
posteriores, SCS= puntuacién de células somaticas, MRCT= tiempo de coagulacion del cuajo de la leche,
FSC= concepcion a primer servicio, CONCEPT= nimero de inseminaciones por concepcion, MBCASP=
porcentaje de B-Caseina en leche, MPFRAT= proporcion de proteina y grasa de leche, DYF= caracter
lechero, DYST= distocia, TPL= posicién de tetas, TLGTH= longitud de pezones, UDPTH= profundidad de la
ubre, PP= porcentaje de proteina en leche, FP= porcentaje de grasa en leche, HTINT= intensidad del estro,
MKCASP= porcentaje de Kappa caseina en leche, CONCRATE-= tasa de concepcion, MUGKCASP=
porcentaje de kappa caseina en leche no glucosilada, BTBS= susceptibilidad a tuberculosis bovina, FATTH=
espesor de grasa en la 12a costilla, RFI= consumo residual, NRR= tasa de no retorno, MSPD= velocidad de
ordefio, BD= profundidad de Cuerpo, FTPL= posicion de tetas anteriores, PL= duracion de vida productiva,
RUMWD= anchura del anca, STR= fortaleza lechera, UC= hendidura de ubre, LMY= rendimiento de carne
magra, EY= energia de produccidn lactea, BW= peso corporal al nacimiento, BVDV= susceptibilidad a
diarrea viral bovina.

Genes NCBI. 287026= fosfolipasa C beta 1, 506426= crystallin zeta codificador de proteinas, 282257=
subunidad 1 del receptor de interferdn alfa y beta, 526800= ankyrin repetidor dominio 44, 19122= proteina
pridnica, 521004= portador de soluto familia 39 miembro 10, 338031= receptor relacionado con fms tirosina
quinasa 4.

Huellas de seleccion (genes codificadores de proteinas). TMX4= proteina transmembrana 4 relacionada
con tiorredoxina, PLCB1= fosfolipasa C beta 1, MIR2285M-1=microARN que participan en la regulacion
postranscripcional de la expresion génica, ATP50= subunidad del tallo periférico de la ATP sintasa, OSCP=
subunidad periférica del tallo de ATP sintasa, ITSN1= interseccion 1, CRYZL1= crystallin zeta codificador
de proteinas, DONSON-= factor de estabilizacion de la horquilla de replicacién del ADN, SON= proteina de
unién a ADN y ARN, GART= fosforribosilglicinamida formiltransferasa y sintetasa,
fosforribosilaminoimidazol sintetasa, DNAJC28= familia de proteinas de choque térmico, TMEM50B=
proteina transmembrana 50B, IFNGR2= receptor de interferén gamma 2, IFNAR1= subunidad 1 del receptor
de interferon alfa y beta, LOC104970778= gen ARN no caracterizado, IL10RB= subunidad beta del receptor
de interleucina, IFNAR2= subunidad 2 del receptor de interferon alfa y beta, LOC526226= histona H4,
OLIG1= factor de transcripcion de oligodendrocitos 1, OLIG2= factor de transcripcion de oligodendrocitos 2,
TMEM192= proteina transmembrana 192, KLHL2= kelch de la familia 2, MSMO1= metilsterol
monooxigenasa 1, CPE= carboxipeptidasa E, LOC101903170= cen ARN no caracterizado, SLC39A10=
familia de portadores de soluto 39, DNAH7= cadena pesada axonemal de dineina 7, STK17B= serina/treonina
quinasa 17b, LOC531691= dominio HECT, C2 y WW que contiene la proteina ligasa 2 de ubiquitina E3,
LOC107131408= familia de receptores olfativos 5 subfamilia W miembro 39, LOC100125913= gen no
caracterizado, LOC101902704= familia de dominios de lectina de tipo C, 7, A, FLT4= receptor relacionado
con fms tirosina quinasa 4, CNOT6= subunidad 6 del complejo de transcripcion CCR4-NOT, GFPT2=
glutamina-fructosa-6-fosfato transaminasa 2, MAPK9= proteina quinasa 9 activada por mitdgeno,
RASGEF1C= miembro de la familia de dominio RasGEF 1C.

En la poblacion de estudio, se identificaron ROH que se han mantenido como resultado del
proceso de seleccion de la poblacion del sistema familiar. Estas regiones conservadas, se
encuentran asociaciones de marcadores tipo SNP, QTL y genes; que en su mayoria estan
relacionados con caracteristicas de interés econdémico en la industria lechera, como
produccion y composicion de la leche, parametros de fertilidad, susceptibilidad a
enfermedades, conformacion corporal, eficiencia alimenticia y algunas otras caracteristicas
como la composicién de la canal, lo que podria tomarse como huellas de seleccion (Cuadro
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3). Estos resultados muestran los caracteres que han sido incluidos en los procesos de
seleccion en la poblacion; ya sea de forma intencional por la seleccion que realizan los
ganaderos o no intencional por la disponibilidad de material genético en el mercado, ya que,
al usar la IA, la eleccion de sementales guia al ganadero a modificar la genética de sus
animales en la forma que lo hacen las empresas de IA.

Conclusiones e implicaciones

El ganado productor de leche del SLF tiene origenes ancestrales de paises que son
proveedores de material genético a nivel internacional, como son EE.UU. y GBR, sin mostrar
evidencia de cruzamientos recientes con otras razas lecheras. Dentro de la poblacién
estudiada, se puede observar genéticamente homogénea, con una menor cantidad y longitud
de ROH que los animales en sistemas especializados de produccidn, lo que refleja una amplia
variacion genética causada por una baja intensidad de seleccion. En este trabajo se
identificaron ROH que se han mantenido como resultado del proceso de seleccion, que en su
mayoria estan relacionados con caracteristicas de interés econdmico en la industria lechera.

Los resultados de este estudio reflejan la existencia de un bajo nivel de consanguinidad en la
poblacion y una mayor diversidad genética en esta poblacion respecto a los que se encuentran
en sistemas especializados, por lo que se tiene la posibilidad de realizar trabajos de
mejoramiento genético dirigidos a las caracteristicas de interés de los productores a través de
seleccidn, sin que la consanguinidad comprometa la productividad y salud de la poblacién.
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Resumen:

El objetivo fue evaluar el efecto de los diferentes protocolos de castracion por medio del
meta-analisis de los indicadores del consumo diario de alimento, conversion alimenticia,
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ganancia diaria de peso, peso al rastro, peso de la canal caliente y rendimiento de la canal.
Se revisaron 179 publicaciones de tres fuentes electrénicas (Scopus, PubMed, Web of
Science) en un periodo de 24 afios, de las cuales se seleccionaron los 26 estudios que
cumplieron con los criterios de inclusion. El efecto se analiz6 con seis comparaciones:
Cl=castracion quirtrgica vs enteros; C2=inmunocastracion estandar vs enteros; C3=
inmunocastracion estandar vs castracion quirdrgica; C4= inmunocastracion alternativa vs
enteros; C5= inmunocastracién alternativa vs castrados quirdrgicamente; y C6=
inmunocastracion alternativa vs inmunocastracion estandar. Las medias obtenidas fueron de
consumo de alimento (kg) (0.23, 0.23, -0.05, 0.32, 0.11, -0.09), de conversion alimenticia
(kg:kg) (0.27,0.05, -0.16, 0.11, 0.11, -0.19), ganancia diaria de peso (g) (-9.54, 39.08, 40.70,
107.63, -53.0, 69.14), peso de la canal (kg) (-9.54, 39.08, 40.70, 107.63, -53.0, 69.14), y peso
de la canal en caliente (kg) (1.23, 0.85, 0.46, 1.03,1.02, -0.42) respectivamente. Los
indicadores de consumo de alimento, conversién alimenticia, ganancia diaria de peso, peso
al rastro y peso de la canal caliente fueron diferentes (P<0.05); solo la variable de
rendimiento de la canal no mostré diferencia (P>0.05). Se concluye que, la inmunocastracion
mejora el desempefio en indicadores productivos y de la canal, la castracion quirtrgica
mejora el rendimiento de la canal, los cerdos enteros tienen mejor conversion alimenticia, y
la inmunocastracion estandar y alternativa difieren en su respuesta en indicadores de
produccion y medicion de la canal.

Palabras clave: Inmunocastracion, GnRH, Meta-analisis, Canal, Ganaderia.

Recibido: 27/02/2023

Aceptado: 18/10/2023

Introduccion

En cerdos enteros para el abasto, el sabor y olor sexual en la carne es perceptible®, por lo
que, a edades tempranas, preferentemente se castran de forma quirdrgica, que es la técnica
mas utilizada y también es una técnica invasiva®. En la década de los afios 90s se abordaron
distintos métodos de castracion®, dentro de los cuales se distinguen los resultados del efecto
de la aplicacion de la inmunizacion contra GnRH en el olor sexual, la respuesta en los
indicadores productivos y de la canal*®),

El protocolo de inmunizacion en su aplicacion estandar consta de dos dosis via subcutaneas

a las 12 y 16 semanas de vida®. La primera permite el reconocimiento inmunolégico, la
produccion de anticuerpos y el anclaje a los gonadotropos. La segunda dosis incrementa la
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respuesta inmunoldgica, provocando la atrofia gonadal y eliminando la androstenona como
precursor del olor sexual®,

Se ha reportado que, con la inmunocastracion existe un incremento en la ganancia diaria de
peso, mayor peso de la canal a la matanza y la reduccion en espesor de grasa dorsal®?, sin
embargo, otros autores refieren lo opuesto al observar menor rendimiento de la canal y menor
ganancia diaria de peso%9,

Se han publicado estudios donde aplicaron diferentes protocolos de inmunizacion contra
GnRH que involucran la edad, el intervalo y el nimero de dosis. Como resultado de estos
estudios se observd mejora en la conversion alimenticia y peso de la canal en los protocolos
que tuvieron intervalos de 4 y 6 semanas entre dosis*?, mejoraron los resultados en
indicadores de crecimiento en protocolos de inmunocastracion tardios y prepuberales®, y
los protocolos de inmunizacion estandar y tardio tuvieron mejor eficiencia alimenticia®®.

Los resultados de los diferentes estudios entorno a los métodos de castracion, han sido
analizados con la herramienta estadistica de meta analisis. Ejemplo de ello se observa en el
trabajo del afio 2012 de Batorek et al®, donde la comparacion entre la inmunocastracion
contra castracion quirargica y cerdos enteros, mostré que los cerdos inmunocastrados
tuvieron canales mas largas en comparacion con los castrados quirdrgicamente y enteros.
Mayor velocidad de crecimiento y mejor conversion alimenticia que los enteros.

En otro estudio de 201819, la inmunocastracion en cerdos tuvo mayor ganancia diaria de
peso y menor conversion alimenticia que la castracion quirargica. Por otro lado, en cerdas
inmunocastradas contra cerdas enteras, se observo mayor ganancia diaria de peso, consumo
de alimento, peso al rastro y grasa dorsal".

El objetivo del presente meta-analisis fue evaluar el efecto de los diferentes protocolos de
castracion utilizados hasta el 2020, con énfasis en el analisis de la técnica de castracion, asi
como el efecto en la edad de aplicacion del protocolo de inmunocastracion y su comparacion
entre la aplicacion estdndar y alternativa de inmunizacion, en indicadores productivos de
ganancia diaria de peso, consumo diario de alimento, conversion alimenticia y la evaluacion
de la canal como el peso vivo a rastro, peso de la canal caliente y el rendimiento de la canal.

Material y métodos

El desarrollo del presente trabajo incluyd la revision bibliografica de las publicaciones
relacionadas a los diferentes protocolos de castracion (castrados quirdrgicamente,
Inmunizacion contra GnRH estandar e inmunocastrados alternativos) ademas de considerar
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a los cerdos enteros. El procedimiento metodologico fue: busqueda de la informacion;
revision sistematica; sintesis cuantitativa; categorias de analisis; y analisis estadistico.

Busqueda de la informacion

La busqueda inici6 con el planteamiento y la pregunta de investigacion de este trabajo, que
enfocaron la revision bibliogréafica en las publicaciones que estudiaron el efecto de los
protocolos de castracién, quirargica e inmunoldgica, en el proceso de produccion de cerdos
para el abasto durante la crianza y la posterior salida de los cerdos terminados a rastro, asi
como la obtencion y medicion de la canal. La busqueda de informacion fue a partir del afio
1994, cuando se reportaron los primeros resultados en este tema hasta el afio 2020. Para la
busqueda de los trabajos en la revision sistematica se utilizaron los metabuscadores
electrénicos Scopus, PubMed y Web of Science.

La basqueda primaria se realiz6 por medio de la mezcla de palabras clave, relacionadas con
el tema (Figura 1). Se realizo la segregacion de las publicaciones disponibles dirigidas al
campo de las ciencias bioldgicas, ciencias de la produccion animal y ciencia y tecnologia de
la carne, asi como la publicacion de resultados, valores de media y medidas de dispersion
correspondientes.

Figura 1: Combinaciones de palabras clave para la busqueda de articulos

Castration pig swine piglet pork
OI'ChIECtOTTIY pig swine piglet pork
Inmunocastration pig swine piglet pork
GnRH pig swine piglet pork
Testosterone pig swine piglet pork
Estrogenus pig swine piglet pork
Hormones pig swine piglet pork
N .
Combinacion Sexual hormones pig swine piglet pork
de palabras Vacine against plg swine piglet pork
Cl ave GnRH pig swine piglet pork
LHRH
pig swine piglet pork
Im provac pig swine piglet pork
Valora pig swine piglet pork
Skatole pig swine piglet pork
Boar taint pig swine piglet pork
Sexual odor pig swine piglet pork
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Revisidn sistematica

La seleccidn de los trabajos se aplico en 179 articulos, por dos miembros de equipo, donde
se determinaron los criterios de seleccion y exclusion de los articulos, a partir del
planteamiento y pregunta de investigacion iniciales (Figura 2). Ya establecidos dichos

criterios, el proceso de seleccion resulto en 26 articulos para su analisis (Figura 3).

Figura 2: Criterios de inclusion y exclusion para la seleccion de articulos

Estudios revisados

Inclusion

|

|
Contar con la aplicacién de inmunizacion contra |
GnRH, castraci6n quiriirgica v uso de cerdos enteros.

Uso de cerdos para el abasto y consumo como sujetos
de mvestigacion.

Cerdos con base genética terminal en la conformacion
de distintas lineas genéticas locales.

Trabajos con resultados sobre indicadores de
crecimiento, desarrollo y finalizacién.

Trabajos con resultados en mdicadores de interés en
clencia y tecnologia de la carne.

Todas con resultados en la composicién quimica y
nutricional de la carne.

Trabajos de distintas nacionalidades.

Trabajos de distintas entidades, ya sean educativas,
institutos o gubernamentales.

Exclusion
|

|
Contar con algin otro tratamiento ademas de los |
protocolos de castracién quirirgicos e nmunolégicos.

Sujetos de investigacion no dirigidos para consumo,
abasto o proceso de produccion.

Trabajos dirigidos a un campo social en los que no se
reportaron resultados correspondientes al proceso de
produccion obtencion o consumo de carne porcina.

Trabajos que reportaron resultados no paramétricos, al
1gual que aquellos en que sus resultados fueran rangos o
valores subjetivos.

Estudios observacionales con datos reportados por
indicadores cualitativos.

Figura 3: Flujo de seleccion de la informacion

previo a la revision de datos

sistematica

Estudios incluidos previo
alarevisidnn =43

3

Recopilacion de publicaciones en bases

Estudios Relacionados con el trema de

investigaciéon n = 136

r

experimental n = 98

4

Estudios con reporte de resultados de

Seleccién de publicaciones con
homogeneidad de contenido y disefio * Aplicacién de tratamientos ademas de la

Exclusion de estudios con:
castracion, n= 39
* caracter social,n = 26
* Reporte de resultados no paramétricos,n = 16

Exclusion de estudios que:

media y medidas de dispersiénn = 33 + No cuentan con medidas de dispersion, n = 47

* Reporte de resultados en unidades distintas al
resto de trabajos,n= 18

Estudios seleccionados para Meta-

andlisisn = 26
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Sintesis cuantitativa

En el Cuadro 1, se presentan las caracteristicas en técnica y método de castracion de los
trabajos incluidos para el analisis.

Cuadro 1: Detalles de las publicaciones seleccionadas para el analisis estadistico

Autor Genética Sexo Gr“"’?
experimental
Andersson et al®®) Yorkshire x Landrace m,h Q,le la E
Bonneau et al® Large white x Pietrain h Q, le E
Channon et al®® Large White x (Landrace x Duroc m le, E
x Largewhite)

Daza et al® Duroc x (Landrace x Large white) mh Q,leE

Di Martino et al?¥ Terminal h le, E
Dunshea et al® Large white x Landrace m Q,le la E
Font et al®? Terminal mh QleE
Galleos et al®® Terminal m le, la
Gamero et al®¥ Ibérico x Duroc h Q, le E
Gogic et al@® Swallow-bellied Mangalitsa m le, E
Grela et al® Polish Zloynika m Q,le la, E
Laeliifano et al? Large White x Landrace m le, la, E
Morales et al®® Terminal m Q,le E
Oliviero et al®" Landrace m Q, E,
Pauly et al®®® Large white m Q, le E
Rikard-Bell et al®® Terminal m le, E
Rodriguez et al®? Terminal h le, E
Skrelp et al®V Cerdos gordos eslovacos x Duroc m Q,le, E
Skrelp et al®? Large white x Landrace x Duroc m Q, le E
Stupka et al®®? Duroc x (large White x landrace) mh Q,leE
Turkstra et al®® (Deutch Landrace x Finnish Landrace) m Q, le la E

x Large White

Van den Broeke et al®?  Terminal mh Qle la E
Weiler et al®® Terminal mh QleE
Yuan et al®®) Duroc (Landrace-x LargeWhite) m Q, le
Zoels et al¥ Piétrain x Large White x Landrace m Q,le la, E

*sex0: m=machos, h=hembras; Grupo experimental: Q= castracidn quirurgica, le= inmunocastracion

estandar, la= inmunocastracion alternativa; E=enteros.
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Los grupos para el analisis fueron:

Enteros: cerdos que permanecieron sin ningun tipo de intervencion durante el periodo de
produccion.

Castracion quirurgica: cerdos a los que se les retiraron los testiculos de forma quirdrgica,
antes de los 7 dias de vida.

Inmunocastracion estandar: cerdos a los que se les aplicé el protocolo de inmunizacién segln
lo indicado por el fabricante, dos dosis via subcutanea, alrededor de las 12 y 16 semanas de
vida.

Inmunocastracion alternativa: cerdos a los que se aplico el protocolo de inmunizacion a
edades distintas a la estandar o con un intervalo mayor entre cada dosis.

Categorias de analisis

El anélisis de la informacion se dividié en dos momentos:

a) Periodo de produccidn: descrito por los indicadores de consumo de alimento, el indice de
conversion alimenticia y la ganancia diaria de peso.

b) Proceso de medicion de la canal: descrito por los indicadores de peso al rastro, peso de la
canal caliente y rendimiento de la canal.

De la identificacion y descripcion de las categorias de andlisis se establecieron las siguientes
comparaciones para el analisis de la informacion en cada uno de los indicadores
mencionados:

C1: castracion quirdrgica vs enteros.

C2: inmunocastracién estandar vs enteros.

C3: inmunocastracion estandar vs castracion quirdrgica.

C4: inmunocastracién alternativa vs enteros.

C5: inmunocastracion alternativa vs castracién quirdrgica.

C6: inmunocastracion alternativa vs inmunocastracién estandar.

Analisis estadistico

El analisis estadistico utilizado para sintesis de resultados de diferentes estudios sobre el
efecto los protocolos de castracion de los indicadoroes del periodo productivo y del proceso
de medicion de la canal, se realizé usando el software NCSS® (NCSS Statistical System for
Windows, Kaysville, UT: Number Cruncher Statistical Systems, 2021), obteniendo medias
de dispersion a partir de los valores de medias, desviacion estandar y ndmero de
observaciones de cada indicador bajo estudio, se aplicé un modelo de efectos aleatorios,
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donde se probaron la hipotesis de heterogeneidad, la diferencia estandar media del efecto, su
intervalo de confianza (a= 0.05), la decision se respaldd por pruebas de Ji cuadrada®®,

Resultados

El Cuadro 2 muestra las comparaciones, el resultado de las diferencias de medias se orienta
al primer protocolo de anélisis de cada una de ellas.

Indicadores del periodo de produccién

Para el indicador de consumo de alimento se observo que los protocolos de inmunocastracion
alterno (C4 y C5), castrados quirargicos (C1 y C3) e inmunizacion estandar (C2 y C6),
obtuvieron el mayor consumo de alimento (Cuadro 2). Los animales dentro de los dos
protocolos de inmunizacién tuvieron mayor consumo que los castrados (C3 y Cb5).
Finalmente, entre los protocolos de inmunizacién, el estandar fue el que presentd mayor
consumo.

Para la conversion alimenticia (Cuadro 2), el protocolo de cerdos enteros obtuvo el mejor
valor (C1, C2 y C4), seguido de la inmunocastracion estandar (C3 y C6) y el protocolo de
castracion quirurgico (C5).

La ganancia diaria de peso (Cuadro 2), el protocolo de inmunizacion estandar presentd mejor

resultado (C2, C3 y C6), seguido por el protocolo de inmunizacion alterno (C4 y C5) y los
cerdos enteros (C1).

Indicadores del proceso de medicion de la canal
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C1 C4
Castracion quirurgica vs enteros Inmunocastracion alternativa vs enteros

Diferencia de Limites de Diferencia de Limites de
Variable n medias + SE coeficientes P Variable medias + SE coeficientes P

B (95%) B (95%)

Consumo de Consumo de
alimento, kg 16  0.23+£0.03 (0.16; 0.29) 0.01 alimento, kg 8 0.32%0.09 (0.13; 0.51) 0.01
Conversion Conversién
alimenticia, kg:kg 13 0.27 £ 0.04 (0.20; 0.34) 0.01 alimenticia, kg:kg 5 011+0.15 (-0.18; 0.40) 0.01
Ganancia diaria Ganancia diaria de
de peso, g 15  -9.54 +16.62 (-42.12;23.03) 0.01 peso, g 8 107.63+£58.75 (-7.52;222.78) 0.01
Peso al rastro, kg 14  4.11+3.35 (-2.45;10.68) 0.01  Peso al rastro kg 5 009%1.36 (-2.56; 2.76) 0.01
Peso canal Peso canal caliente,
caliente, kg 17 1.23+£0.51 (0.22; 2.24) 0.01 kg 6 1.03%0.86 (-0.66; 2.72) 0.01
Rendimiento Rendimiento canal
canal, % 9 0.33+0.52 (-0.69; 1.35) 097 % 6 -0.22+0.63 (-1.46; 1.01) 0.94
C2 C5
Inmunocastracion estandar vs enteros Inmunocastracidn alternativa vs castracion quirdrgica
Consumo de Consumo de
alimento, kg 17 0.23+£0.08 (0.08; 0.38) 0.01 alimento, kg 5 011+0.12 (-0.13; 0.34) 0.01
Conversion Conversién
alimenticia, kg:kg 15  0.05+0.04 (-0.0; 0.13) 0.01 alimenticia, kgokg 5 -0.19+0.14 (-0.56; 0.08) 0.01
Ganancia diaria Ganancia diaria de
de peso, g 21 39.08 +11.37 (16.79;61.34) 0.01 peso, g 6 69.14+3267 (5.10;133.18) 0.01
Peso al rastro, kg 21 1.24 +0.59 (0.07; 2.42) 0.01  Peso al rastro, kg 7 1.28%0.50 (0.29; 2.27) 0.01
Peso canal Peso canal caliente,
caliente, kg 25 0.85%0.47 (-0.06; 1.76) 0.01 kg 7  -042+0.44 (-1.28; 0.44) 0.01
Rendimiento Rendimiento canal,
canal, % 12 -0.68+0.46 (-1.58; 0.22) 099 % 4 -010£0.75 (-1.58, 1.37) 0.89
C3 C6
Inmunocastracion estandar vs castracion quirdrgica Inmunocastracién alternativa vs inmunocastracién estandar
Consumo de Consumo de
alimento, kg 12 -0.05 £ 0.07 (-0.19; 0.09) 0.01 alimento, kg 6 -009+011 (-0.31;0.12) 0.01
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Conversién Conversion

alimenticia, kg:kg 10 -0.16 £0.03 (-0.23;-0.09)  0.01 alimenticia, kg:kg 7 0.11+0.07 (-0.03; 0.24) 0.01
Ganancia diaria Ganancia diariade 1 -53.00 + (-100.66; -

de peso, g 14 40.70 +12.18 (17.03;64.77) 0.01 peso, g 2 2432 5.34) 0.01
Peso al rastro, kg 14 1.21+0.53 (0.16; 2.25) 0.01  Peso al rastro, kg 9 0471207 (-3.58; 4.53) 0.01
Peso canal Peso canal caliente,

caliente, kg 17 0.46 £ 0.69 (-0.90; 1.81) 0.01 kg 9 1.02+1.67 (-2.25; 4.30) 0.01
Rendimiento Rendimiento canal,

canal, % 9 -0.66 + 0.52 (-1.68; 0.35) 045 % 9 0.29+0.52 (-0.72; 1.31) 0.76
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El peso final mostro indicadores favorables para la inmunizacion alternativa en C4, C5y C6
(Cuadro 2), seguido por la Inmunizacion estandar en C2 'y C3, y la castracion quirurgica (C1).
Al analizar el peso de la canal caliente el mayor peso se observo en el protocolo de
inmunizacion estandar (C2 y C3), seguido por el protocolo de inmunizacion alternativo (C4
y C6), y la castracion quirurgica (C1 y C5).

Contrario al peso final y al peso de la canal caliente, la respuesta observada en el andlisis de
rendimiento de la canal mostrdé que el protocolo de castracion quirdrgica obtuvo mayor
porcentaje en C1, C3y C5. Por otro lado, los cerdos enteros muestran mayor rendimiento en
C2 y C4, dejando Unicamente al protocolo de Inmunizacion alternativa con indicador
favorable en C6.

Las figuras 4 y 5 representan el comportamiento heterogéneo (P<0.05) en el andlisis del
protocolo de inmunizacion alternativo en C4, C5 y C6. En ambos casos se observa
incremento en resultados favorables a la aplicacién la inmunizacion alternativa.

Discusion

La respuesta de los indicadores analizados se explica a partir de los resultados de un animal
entero, considerado como el ideal productivo por sus cualidades metabdlicas y el efecto sobre
la canal®".

Indicadores del periodo de produccion

Consumo de alimento

La cantidad de alimento consumido esta regulado por el centro de saciedad, el cual responde
a las concentraciones séricas de leptinas, producidas por los adipocitos. Diversos factores
pueden modificar el consumo como son: la presentacion y formulacion del alimento, el
estado fisico y fisiologico del individuo, y la actividad fisica y social dentro del grupo®®.

Considerando que el estado fisico y fisiologico del animal modifica el consumo de alimento,
la castracion quirtrgica o la inmunocastracion son protocolos que alteran este indicador,
siendo que la castracion quirargica incrementa el consumo, debido al incremento de la
concentracion sérica de leptinas, 2.97 ng/ml, por la redistribucion e incremento del tejido
adiposo tras el retiro de las gonadas®°*?, las cuales saturan e inhiben el centro de saciedad
ubicado en sistema nervioso central®®. En cerdos inmunocastrados las concentraciones
séricas de leptinas se mantienen similares a las de los cerdos enteros (2.68 ng/ml), por lo que
la saciedad no se ve alterada®®).
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Asi mismo, la interrupcién del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal al retirar las gonadas
afecta los habitos de consumo y saciedad que también se ven influenciados por hormonas
sexuales, en especial los estrogenos, los cuales al retirar los testiculos no se aromatizan
quedando el estrogeno producido por el tejido adiposo en bajas concentraciones, 0.34 pg/ml,
mostrando resistencia a la glucosa y mayor consumo de alimento®?. La concentracion de
estradiol disminuye en cerdos inmunizados, 0.37 pg/ml, sin embargo, su efecto puede variar
dependiendo de la edad en que se aplique la segunda dosis“®).

Otro elemento a considerar es la actividad fisica y social dentro del grupo, la cual modifica
el consumo, donde los cerdos enteros muestran mayor actividad sexual, dominancia y
competitividad por el alimento, lo que reduce el consumo®”. La inmunocastracion y
castracion quirurgica disminuyen la presencia de andrégenos, reduciendo la actividad sexual
y de dominancia en los cerdos, dentro de ellos los cerdos inmunocastrados incrementan su
consumo®),

Con respecto a los protocolos de inmunizacion, los estudios no reportan diferencias, contrario
a lo expuesto en este trabajo, donde la variabilidad en el momento de aplicacion de las
inmunizaciones alternativas puede alterar la respuesta de consumo®),

Conversion alimenticia

La mejor conversion alimenticia se establece como la que tiene el menor consumo de
alimento en relacién con la produccion de un kilogramo de carne; entre los factores que la
pueden modificar se tienen al estado fisico y fisiologico del cerdo.

La somatotropina es uno de los elementos requeridos para el desarrollo muscular, la cual es
alterada si el estado fisico cambia®?, esto debido a la reduccion sérica de IGF-1 en cerdos
castrados a 256 ng/ml, relacionado con la reduccién de estradiol, alterando los mecanismos
de crecimiento y desarrollo muscular®. En cerdos inmunizados la concentracion de IGF-1
llega a 332 ng/ml, en comparacion a valores en cerdos enteros, 459 ng/ml®“3),

En la segunda dosis en el protocolo de inmunizacion alternativa tardia, el valor de la
conversion alimenticia incrementa, por lo que la edad de aplicacion es un factor relevante al
permitir que los mecanismos fisioldgicos permanezcan durante mas tiempo 544,

Ganancia diaria de peso

Los mecanismos y estado fisiologicos, la actividad fisica y social de los cerdos son algunos
de los factores que influyen en la ganancia de peso. El aprovechamiento de los nutrientes en
la dieta promueve el crecimiento y desarrollo de los tejidos, ejemplo de ello son las masas
musculares que responden a la presencia de lisina, con una retencion de nitrégeno en musculo
de 31.24 g/dia®5*6), La castracion quirtrgica permite retencion del 25.51 g/dia de nitrogeno,
mientras que en cerdos inmunocastrados retienen 22.95 g/dia547:48),
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La actividad fisica de los cerdos enteros es mas dinamica considerando la jerarquizacion
dentro de los grupos, asi como la competencia en consumo de alimento, considerando ademas
que, al acercarse la edad de pubertad, la incidencia de las agresiones incrementa®”.

En el caso de los cerdos castrados quirdrgicamente la actividad fisica y demanda energética
es menor, sin embargo, la competencia por el consumo de alimento prevalece y en algunos
casos incrementa debido a la alteracion en los centros de saciedad. En cerdos inmunizados el
incremento en este indicador responde a la reduccion de agresiones y actitudes de dominancia
entre los cerdos, permitiendo un consumo homogéneo de alimento y asi como una menor
necesidad de sanar heridas y lesiones®Y,

Indicadores del proceso de medicion de la canal

Peso al rastro

Al terminar el ciclo de produccion, el peso final de los animales dependeréa del estado fisico
y la edad de matanza; cabe resaltar que el resultado esta relacionado con el indice de
conversion alimenticia y la ganancia diaria de peso, asi como los mecanismos metabdlicos
de estos indicadores. El ciclo productivo de los cerdos para el abasto suele durar
aproximadamente de entre 20 a 22 semanas, es en este periodo que el cerdo entero alcanza
un peso promedio de 110 kg, atribuido a su eficiencia metabdlica, considerando que gran
parte de este valor corresponde a masa muscular®®),

Los cerdos bajo protocolo de castracion quirdrgica incrementan el peso al final, por la
redistribucion y crecimiento del tejido adiposo, en especial la grasa subcutanea®®. El peso
de los cerdos inmunocastrados involucra un desarrollo muscular similar al de los cerdos
enteros, una mayor cobertura grasa sin alcanzar las del protocolo de castracidn quirdrgica,
un consumo homogeneo de alimento, aprovechamiento metabdlico y mayor ganancia de peso
por el comportamiento ddcil®Y,

Peso de canal caliente

Tras la matanza, el proceso de retiro de la cabeza y las visceras se obtiene la canal, el peso
estad conformado por la morfologia del cerdo, asi como cantidad de grasa que contiene y su
relacion con los musculos. La canal de los cerdos enteros es mas magra al contar con poca
grasa de cobertura e intermuscular, ademas de la reduccion del 1.4 % de peso correspondiente
a los testiculos®, lo que coincide con los resultados de meta-analisis del afio 201219,

En las canales de cerdos castrados quirtrgicamente, la cantidad de grasa de cobertura e

intermuscular aumentan el peso, ademas de que la diferencia del peso final no se ve afectada
por el retiro del aparato reproductorV,
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En cerdos inmunizados la cobertura de grasa es mayor a la de los cerdos enteros y menor a
la de cerdos castrados quirirgicamente, tienen mejor respuesta metabolica después de la
segunda dosis y permite el crecimiento y desarrollo muscular de forma similar a la que lo
hace un cerdo entero®V. Los protocolos de inmunizacion alternativos tienen mejor respuesta
sobre todo en inmunizacién tardia o con un intervalo mayor entre la primer y segunda
dosis®).

Rendimiento de la canal

La relacion entre el peso vivo y el peso de la canal, asi como el niUmero de cortes que se
pueden obtener y el peso de estos, determinan el rendimiento de la canal, que se ve
influenciado por la cantidad de grasa inter e intramuscular, asi como la relacion entre el
volumen de las piezas cérnicas y grasa de cobertura®. Hay que considerar que algunos
factores externos pueden influir en la expresion porcentual del rendimiento como lo son el
ayuno previo a la matanza, el transporte y la duracion de trayecto.

En el caso de los cerdos castrados quirdrgicamente hay mayor contenido de tejido adiposo
intermuscular, dando mayor peso a los cortes a pesar de que el nimero de cortes en cerdos
enteros es mayor por la longitud de la canal®,

Los cerdos inmunizados de ambos protocolos de aplicacion, el volumen carnico es menor en
comparacion de cerdos enteros, asi como al conjunto de carne y grasa intermuscular
desarrollada en los castrados quirdrgicos, por lo que su rendimiento es menor516),

Conclusiones e implicaciones

En conclusion, el meta-andlisis de diferentes protocolos de castracion en cerdos, bajo
condiciones experimentales muestra que los cerdos inmunocastrados, en protocolo de
aplicacion estandar y alternativo, son mas eficientes en los indicadores de consumo y
ganancia de peso, asi como el peso vivo y de la canal caliente. Se observa mayor rendimiento
de la canal en el protocolo de castracion quirtrgica. Los cerdos enteros tienen mejor
conversion alimenticia. Existen diferencias entre la inmunizacion estandar y la alternativa en
los indicadores de produccion y medicion de la canal.

Es importante considerar que la edad de la inmunocastracion modifica los resultados en los
indicadores productivos. Los protocolos de castracion exhiben diferentes efectos en la
produccion porcina, dependiendo del tipo y la edad en la que estos se apliquen. La ausencia
de hormona liberadora de gonadotropinas y la concentracion de andrégenos modifican la
respuesta fisioldgica del desempefio productivo. La inmunocastracion estandar mejora la
respuesta de los rasgos del proceso de produccion porcina. La inmunocastracion alternativa
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mejora la respuesta de los rasgos de la canal. El protocolo alternativo de inmunocastracion
requiere de mas investigacion con respecto a la edad de aplicacion y los efectos a obtener.
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Resumen:

El objetivo fue evaluar la acumulacion de materia seca (MS) por componente, rendimiento y
composicién nutricional del forraje de cuatro hibridos de maiz cosechados a 121, 128, 135y
142 dias después de la siembra. En cada cosecha, se tomaron al azar cinco plantas y se
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separaron en sus componentes (tallo, hojas, grano, olote, bracteas y espiga) y se determind la
MS; en una muestra compuesta de planta completa se analizd la composicion quimica y
digestibilidad in situ. La acumulacion de grano en la MS total se incrementd de 35.8 a
43.9 % de los 121 a 142 dias a cosecha, respectivamente, y diluyé a los deméas componentes,
sobre todo la proporcion de tallo y de hojas, que decrecieron inversamente proporcional a la
acumulacion de grano. El contenido de MS total difirid entre hibridos de 3.8 y hasta 8.3
unidades porcentuales a mismos dias a cosecha. Sin embargo, el hibrido no afecto el
rendimiento de MS ni la produccion de grano incrementandose 2.1y 1.4 t ha! entre cosecha,
respectivamente. El contenido de FDN disminuyd y el almidon se incrementd (ambos
linealmente), afectando la energia neta de lactancia que aumentd de 1.49 a 1.56 Mcal kg™ de
los 121 a 142 dias a cosecha, respectivamente. La interaccion entre dias a cosecha e hibrido
afecto el contenido de almiddn, el cual fue 5.2 unidades superior en un hibrido con similar
contenido de CNF y FDN que sus contrapartes. Las digestibilidades de la MS, de la FDN y
del almidon fueron afectadas por el hibrido, pero no por los dias a cosecha.

Palabras clave: Almidon, Ensilaje de maiz, Vaca lechera.

Recibido: 12/09/2023

Aceptado: 15/02/2024

Introduccion

En el norte y centro de Mexico, el forraje de maiz es ampliamente utilizado como ensilado
en las dietas de vacas lecheras®, en donde representa entre el 40 y 60 % de la base seca de
la dieta®. EI nivel de inclusion del ensilado de maiz en la racion esta en funcion del
rendimiento y la calidad nutritiva del forraje®. En México, en los ultimos 10 afios, el
rendimiento por hectarea de maiz forraje (en verde) en riego se ha mantenido relativamente
sin cambios™. Lo anterior se asocia principalmente con una inadecuada seleccion de hibridos
y cosechas tempranas®®); lo cual merma el rendimiento de materia seca (MS) y el contenido
de grano, que es donde se concentra el mayor valor energético del forraje®.

En el centro de México, la cuenca lechera de Aguascalientes y de los Altos norte de Jalisco
comparten caracteristicas agroclimaticas similares, contribuyen con el 9 y 19 % de la
produccion nacional de leche y se cultivan alrededor de 15,000 y 45,000 ha de maiz forraje
en riego, respectivamente®. En esta region, la escasez de agua, la creciente demanda de
ensilado de maiz y los altos costos de granos y concentrados instan a hacer una produccion
de maiz més eficiente por unidad de superficie y por m® de agua utilizado®. Asi pues,
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incrementar el rendimiento y la calidad del forraje es preponderante para lograr una
produccion de leche mas sustentable27),

La utilizacion de hibridos sobresalientes es el primer paso para tener alto rendimiento y
calidad nutritiva del forraje®. La seleccion del hibrido y cosechar en una etapa de madurez
Optima es esencial para lograr una méaxima acumulacion MS en el grano en un tiempo
razonable®?, El ensilado de maiz con mejor calidad nutricional y producido localmente
puede desplazar de la dieta el grano de maiz importado y reducir costos de alimentacion.
Conforme se retrasan los dias a cosecha, ocurre mayor acumulacion de grano en la planta,
incrementandose el valor energético del forraje al diluirse la proporcion de otros
componentes en la planta con menor digestibilidad®. No obstante, al incrementarse los dias
a cosecha para favorecer la acumulacion de grano se disminuye la digestibilidad de la fibra
detergente neutra (FDN), lo cual afecta negativamente el consumo de alimento en ganado
lechero® 9. Asi pues, la hipGtesis del presente estudio fue que al retrasar los dias a cosecha
se incrementa el rendimiento de MS y acumulacion de grano sin afectarse la digestibilidad
de la MS y FDN que son mayormente influenciadas por el efecto de hibrido. Por
consiguiente, el objetivo fue determinar la respuesta de cuatro hibridos cosechados a 121,
128, 135 0 142 dias en la acumulacion de MS por componente, rendimiento de MS total,
composicion bromatolégica y digestibilidad de la MS, FDN y almidén.

Material y métodos

Area de estudio y disefio experimental

El estudio se realizd bajo condiciones de riego con goteo superficial en el ciclo PV-2019 en
un predio ubicado en San Juan de los Lagos, Jalisco (21°17°40” Ny 102°18°01” O) a 1,838
msnm; en donde el clima es templado semi-seco con una precipitacion media de 600 mm. El
suelo es alcalino (pH 7.8) con un 1.9 % de contenido de materia organicay 71 mg kg de N
inorgénico. Se utiliz6 un disefio en bloques al azar con arreglo en parcelas divididas con
cuatro repeticiones, en donde la parcela grande fue el hibrido y las parcelas chicas los dias a
cosecha. Los hibridos utilizados fueron DK-4018 (H1, Dekalb®), Noble (H2, Aspros®),
Antilope (H3; Asgrow®) y XR-49 (H4, Ceres®); los cuales se seleccionaron por tener un
rendimiento superior a la media de una evaluacion local en el afio anterior. Todos los hibridos
fueron de ciclo intermedio y grano blanco semi-dentado. La cosecha se realizé a los 121,
128, 135 y 142 dias después de la siembra, lo cual correspondi6é aproximadamente a una
etapa de madurez de grano aproximada a R2, R3, R4 y R5, respectivamente. La parcela
experimental fueron cuatro surcos de 5.0 m de largo y 0.75 m de ancho, y la parcela util los
dos surcos centrales. La siembra se realiz6 el 30 de mayo en suelo hiumedo depositando la
semilla manualmente a 15 cm de distancia en el fondo del surco; la densidad de poblacion a
cosecha promedio6 en 93,211 + 2,090 plantas ha™.
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Manejo agronomico, toma de datos y muestreo

Previo a la siembra entre el primer y segundo paso de rastra se aplicaron 4 t ha* de composta
de bovino y gallinaza con una concentracién de 1.1% de N y 0.8% de P; adicionalmente se
aplicaron 200 kg de nitrato de amonio entre las etapas vegetativas V3 y V6. El total de N
disponible en el suelo para el cultivo se estimé en 340 kg ha. No se presentaron
enfermedades y solo fue necesario una aplicacion para gusano cogollero (Spaidoptera
frugiperda) en etapa V3 que se control6 con una aplicacion de clorantraniliprol (Coragen,
FMC®, Mobile, AL). La precipitacion y las temperaturas minima y maxima se registraron
en una estacion meteorologica (Em50, Meter Group Inc., Pullman, WA) ubicada a 80 m del
terreno experimental. Los grados dias de desarrollo (GDD) se calcularon como la diferencia
entre la temperatura media y la temperatura base del maiz (10 °C). La floracidn se registro
cuando el 50 % de la parcela experimental exhibi¢ inflorescencia masculina (espigas
liberando polen) e inflorescencia femenina (estigmas en el jilote).

Alos 121, 128, 135y 142 dias después de la siembra (DDS), se cosecharon el total de plantas
de parcela util a 15 cm sobre nivel del suelo y se registré el peso fresco total. Una muestra
aleatoria de cinco plantas completas se separd en cinco componentes: elote, tallo, hojas,
espiga y bracteas. Cada componente se pesé en fresco y se introdujo en bolsas de papel para
secar a 55 °C hasta peso constante para determinar MS. Después de secar, el elote se separo
en olote y grano, y las muestras de cada componente se molieron (SR300 Retsch®, Staufen,
Alemania) para pasar una criba de 1 mm; posteriormente se hizo una muestra compuesta de
100 g (peso seco) de planta completa en proporcion de cada componente al peso seco total.
La muestra completa se utilizo para realizar analisis bromatoldgicos y de digestibilidad in
situ.

Analisis bromatoldgicos y de digestibilidad

Los analisis quimicos se realizaron en el laboratorio de forrajes de la Union de Cooperativas
de Consumo Altefias S.C. de R.L. (UCCA, San Juan de los Lagos, Jal.). El contenido de
cenizas se determing al introducir 1.0 g de muestra en un crisol e incinerar a 550 °C por 6 h
en una mufla. El contenido de FDN y FDA se determin6 de manera secuencial en 0.5 g de
muestra introducida en bolsa F-57 en el analizador de fibras (A200, Ankom Tech.,
Macedonia, NY); primero se realiz6 la determinacion de FDN utilizando alfa-amilasa y
sulfito de sodio y enseguida la determinacion de FDA en solucion de CTAB y H2SOa4. La
concentracion de nitrogeno (N) total se determind con el procedimiento de Dumas en
combustion en seco (Leco FP-528, St. Joseph, MO) y el contenido de proteina cruda (PC) se
calcul6 como % N x 6.25. El contenido de almidon se determind con el procedimiento
enzimatico-colorimétrico®?. Inicialmente se libero la glucosa al incubar 1.0 g de muestra a
100 °C por 1 h en 30 ml de solucién buffer de acetato 100 mM a pH 5.0 y se adicionaron 100
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ul de alfa-amilasa (Megazyme Ltd., Wicklow, Irlanda), enseguida la reaccion se incubé por
2 h a 50 °C en 3 ml de solucion GOPOD (Megazyme Ltd., Wicklow, Irlanda) y después se
determind la absorbancia a 505 nm en un espectrofotometro de luz visible (Genesys 10S,
Thermo Sci., Madison, WI). Finalmente, el contenido de extracto etéreo (EE) se analiz6 con
el método gravimétrico en el equipo Golfish (Novatech GF-6, Tlaquepaque, Jal.) utilizando
hexano como solvente.

La digestibilidad se determind in situ utilizando dos vacas rumen-fistuladas entre los 70 y 95
dias en leche (ENLS, Zapotlanejo, Jal.) alimentadas con una racion totalmente mezclada
compuesta de 50 % ensilado de maiz, 25 % grano de maiz molido y 25 % de nucleo proteico-
mineral. Primeramente, 4.5 g de muestra se introdujeron en bolsas de dacrén de 10 x 20 cm
(R1020, Ankom Tech., Macedonia, NY) y se aseguraron con un cincho. Las muestras en
duplicado se introdujeron en el saco ventral del rumen para determinar la digestibilidad de la
MS, la digestibilidad de la FDN (DFDN) a 48 h, la fraccién no digestible de la FDN (UFDN)
a 120 h y digestibilidad del almidon a 12 y 24 h. Todas las muestras fueron removidas
simultdneamente y se enjuagaron en un ciclo de 12 min en una lavadora hasta obtener agua
clara. Posteriormente, las bolsas se secaron a 55 °C hasta peso constante para calcular la
digestibilidad de la MS por diferencia de peso inicial vs final; la DFDN, uFDN vy la
digestibilidad del almidon se calcularon al analizar el residuo de la bolsa con los
procedimientos ya descritos para FDN y almidon.

Analisis estadisticos

Todos los datos fueron analizados en el programa estadistico R (R Studio Inc., Boston, MA)
utilizando el paquete agricolae y la instruccion aov para el anélisis de varianza (ANOVA)
con el siguiente modelo:

Y =+ Ai + Hj + 3ij + Dk + (H x D)jk + Eijk

En donde:

Y es la variable respuesta,

M es la media general,

A es el efecto aleatorio de la repeticion i (i= 1 a 4),

H es el efecto fijo del j-ésimo hibrido (j= 1 a 4),

o es el error experimental asociado con la parcela grande (hibrido),

D es el efecto fijo del k-ésimo dias a cosecha (k=1 a 4),

(D x H) es la interaccion entre hibrido y dias a cosecha,

Eijk es el error residual. Para los datos de digestibilidad, se incluyé el efecto aleatorio de la
vaca (I = 1 a 2) empleando el modelo antes descrito.
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Todos los datos son medias de cuadrados minimos y la significancia estadistica se declaré a
P<0.05. Las medias de hibridos y de dias a cosecha cuando se detecto un efecto lineal o
cuadratico, se separaron utilizando la prueba de Tukey (TukeyHSD test).

Resultados y discusion

Floracion, dias a cosecha y acumulacion de GDD

Los dias a floracion fueron de 73 para los hibridos H1, H2 y H3 y de 71 para el hibrido H4.
Los dias a cosecha fueron el 29 de septiembre (121 dias), 6 de octubre (128 dias), 13 de
octubre (135 dias) y 20 de octubre (142 dias); para cada fecha se acumularon 1,266, 1,329,
1,397 y 1,470 GDD, respectivamente. En los primeros 34 dias del cultivo, la temperatura
media promedio en 25 °C y después fluctuo entre los 19 y 23 °C.

Acumulacion de MS por componente

Como se muestra en el Cuadro 1, el analisis de varianza no detecto interacciones
significativas entre DDS e hibrido en cinco componentes de la planta, con la excepcion en
porcentaje de olote (P=0.01) en donde las diferencias fueron minimas. Los componentes con
menor proporcidn fueron espiga, olote y bracteas; los cuales se mantuvieron relativamente
con similar proporcion en las cuatro cosechas y juntos sumaron alrededor del 14.5 % de la
MS total. En contraste, los componentes de mayor proporcién fueron tallo, hojas y grano,
incrementandose el porcentaje de este ultimo al avanzar en dias a cosecha.
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Cuadro 1: Acumulacion de materia seca (MS) por componente de la planta, contenido de
MS y rendimiento en planta completa de cuatro hibridos cosechados a diferentes dias
después de la siembra (DDS)

Componente, % de la MS total Planta completa
Tallo Hojas Espiga Grano Olote Bracteas MS, % MS, t/ha
DDS!
121 20.4% 28.3% 0.8 35.8° 6.7 8.0" 25.8°  24.9C
128 18.68 26.28 0.8 4025 6.6 7.68 29.5¢  25.7€
135 18.78 25,68 0.8 41.7® 6.4 6.88¢ 34.6% 30.38
142 19.38  23.3° 0.6 43.8% 6.4 6.6¢ 37.8% 33.3%
Hibrido?
H1 19.7° 258 0.7 309" 6.2 7.7% 323> 29.0
H2 19.2° 267 0.6 39.7° 7.0 6.8° 29.0¢ 281
H3 17.3¢ 253 0.7° 42.00 6.7  8.0° 3528 289
H4 20.7¢ 256 1.0° 40.0° 6.1 6.6° 312> 283
EEM 0.354 0.451 0.025 0.481 0.074 0.163 0.885 0.791
DDS Q** L** NS Q* NS L** L** L**
Hibrido <0.01 0.184 <0.01 <0.01 NS <0.01 <0.01 0.805
DxH 0.662 0.089 0.468 0.226  0.013 0.061 0.014 0.865

Fecha de siembra: 30 de mayo de 2019.
2Hibrido: (H1: DK-4018; H2: Noble; H3: Antilope; H4: XR-49).
EEM= error estandar de la media; DDS= respuesta de dias a cosecha lineales (L) o cuadraticos (Q) denotada
por: *0.01 < P<0.05 y **(P<0.01), D x H= interaccion entre DDS e hibrido, NS= no significativo.
ABC Medias con diferente literal en mayuscula difieren estadisticamente en DDS (P<0.05)
3¢ Medias con diferente literal en minGscula difieren estadisticamente entre hibridos (P<0.05).

El porcentaje de tallo exhibid una respuesta cuadratica (P<0.01) al disminuir de 121 a 128
dias a cosecha y a partir del cual se mantuvo sin cambios significativos. Ademas, se observo
que el hibrido afect6 el porcentaje de tallo (P<0.01), el H4 super6 al H1, H2 y H3 con 1.1,
1.6 y 3.5 unidades, respectivamente. El porcentaje de hojas decrecio linealmente (P<0.01) al
disminuir 1.2 unidades porcentuales entre cada cosecha, pero no se detectaron efectos de
hibrido en este componente. El porcentaje de grano se incrementd de manera cuadratica
(P=0.02) con los dias a cosecha al aumentar 4.5 unidades porcentuales de los 121 a los 128
dias, y entre 0.6 y 2.2 unidades de los 135 y 142 dias respectivamente. El hibrido H3 supero
en porcentaje de grano a los hibridos H1, H2 y H4 con 2.1, 2.3 y 2.1 unidades,
respectivamente. EI mayor incremento en proporcion de grano de 121 a 128 correspondio
con una disminucion del porcentaje de tallo en ese mismo lapso.

La proporcion de espiga no fue afectada por los dias a cosecha, pero si se detectaron

diferencias entre hibridos (P<0.01) que pueden ser no trascendentales en la composicion total
de la planta por su baja proporcion a la MS total. El porcentaje de olote no fue afectado por
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los dias a cosecha o hibrido y se mantuvo relativamente constante al promediar en 6.5 +
0.3 % de la MS total. La proporcion de bracteas exhibié una respuesta lineal (P<0.01) al
decrecer a razén de 0.3 unidades porcentuales entre cada cosecha; también se detect6
diferencia entre hibridos (P<0.01) y fue mayor en H1 y H3 comparado a los hibridos H2 y
H4 (7.7 y 8.1 vs 6.8 'y 66 %, respectivamente). Los hibridos H1 y H3 con mayor proporcion
de brécteas también tuvieron mayor acumulacion de grano.

Contenido y rendimiento de MS de planta completa

La interaccion entre hibrido y dias a cosecha afecto el contenido de MS (P<0.01), como se
muestra en la Figura 1. Los hibridos H3 y H2 fueron los que tuvieron en las cuatro cosechas
el mayor y menor contenido de MS, respectivamente; en tanto que el hibrido H1 exhibié una
acumulacion de MS casi lineal e intermedia entre H3'y H2. En contraste, el hibrido H4 mostro
mayor variacion en acumulacion de MS entre cada cosecha. Esas discrepancias pueden estar
asociadas mayormente a la acumulacién de grano, pero también podria ser que el caracter
stay-green (del inglés ‘que permanece verde’) de cada hibrido para conservar la humedad
(principalmente en los tallos) afectara el contenido de MS®Y, La acumulacién de MS se
incremento linealmente (P<0.01) a razon de 3 unidades porcentuales semanales equivalentes
a 0.4 % por dia (Cuadro 1). Se ha reportado que la acumulacion de MS es de alrededor de
0.7 a 1.0 % por dia en condiciones templadas®?%. En el presente estudio, el riego por goteo
y la distribucion regular de lluvias registrada en el ciclo, podria haber ayudado a mantener
constante la humedad en el suelo y reducir la pérdida de humedad de la planta.

Figura 1: Contenido de materia seca (MS, %) en el forraje de cuatro hibridos de maiz (H1=
DK-4018, H2= Noble, H3= Antilope y H4= XR-49) cultivados en condiciones de riego y
cosechados a 121, 128, 135y 142 dias después de la siembra

-e-Hl -= H2 -e-H3 —H4
450 |

b .
40.0 - L "‘,.b

20.0

121 128 135 142
Dias a cosecha

abedfghi Medias con diferente literal difieren estadisticamente (P<0.05).
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La produccion de MS se incrementd linealmente (P<0.01) a razén de 2.1 t ha™ por semana,
pero no hubo efecto de hibrido pese a la interaccion detectada en el contenido de MS. El
aumento en produccion de MS se debio6 principalmente a la acumulacion de grano, ya que
fue el Unico componente que incrementd en proporcién a la MS total con los dias a cosecha.
La produccion de grano (t ha'l) se increment6 linealmente con los dias a cosecha (P<0.01) y
fue de 8.9, 10.3,12.6 y 14.6 t hatalos 121, 128, 135y 142 dias a cosecha, respectivamente;
pero no se detecto efecto de hibrido o su interaccion con los dias a cosecha.

Composicién quimica

Con la excepcion del contenido de PC y EE, las demas variables bromatoldgicas se afectaron
por los dias a cosecha e hibrido (Cuadro 2). Los contenidos de PC y EE se mantuvieron
dentro de los rangos normales y relativamente estables, con diferencias significativas entre
hibridos, pero éstas fueron minimas. En contraste, los valores de FDN, FDA, CNF y almiddon
difirieron en mayor grado con los dias a cosecha y entre hibridos. El contenido de FDN
disminuy06 linealmente (P<0.01) a razén de 1.6 unidades porcentuales entre cada cosecha;
mientras que la proporcion de FDA se increment6 linealmente (P<0.01) a razon de 0.9
unidades porcentuales por semana. También se detectaron diferencias entre hibridos para los
contenidos de FDN y FDA (ambos P<0.01), en donde los hibridos H3 y H4 acumularon
menor porcentaje de FDN y FDA que H1 y H2 (Cuadro 2). Estos hallazgos difieren de lo
reportado en un estudio local en el cual la FDN y FDA se redujeron alrededor de 3.1y 1.0
unidades porcentuales, respectivamente, en un lapso de 10 dias*¥. En otra investigacion en
donde se realizaron cuatro cosechas a similar contenido de MS, también se report6 una
reduccion de FDN y FDA,; lo cual se atribuy6 a la dilucion de estos componentes por el
aumento en porcentaje de grano®. En el presente trabajo, se especula que la baja altura de
corte (15 cm) a la que se cosech6 pudo haber influido en tener mas celulosa a expensas de
hemi-celulosa; lo cual ha sido documentado en otros trabajos en los que el tallo mas bajo
acumula mas FDA vy lignina*516),
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Cuadro 2: Composicion quimica de la materia seca (MS) en planta completa de maiz de
cuatro hibridos cosechados a diferentes dias después de la siembra (DDS)

% MS!

ENL

PC FDN FDA ALM CNF EE CEN
Mcal kgt

DDS?
121 8.0 5214 225° 19.8° 309° 24 6.6" 1.49P
128 7.8 49.98  242° 209° 334 26 6.3" 1.51¢
135 75 483¢ 248% 2328 3518 28 6.34 1.528
142 7.9 456° 2594 254~ 3817 28 5.68 1.564

Hibrido®
H1 7.6° 495 251  20.69 336" 2.8° 6.52 1.51°
H2 7.3 49.4*  250° 215° 345 22d 6.62 1.50¢
H3 7.9 48.7°  23.7° 252% 345  3.0° 5.9 1.542
H4 8.5% 48.2°  237° 22.0° 347F 2.7° 5.9 1.532
EEM 0.020 0246 0.062 0.034 0.286 0.022 0.064 0.006
DDS NS L** | ** L** L** NS Q* L*

Hibrido <001 <001 <001 <001 o0.042 <001 <0.01 <0.01
DxH 0.610 0.054 0.201 <0.01 0.072 <0.01 <0.01 0.060
‘Expresado en % de materia seca (MS) total de planta completa, a menos que se indique lo contrario.
PC= proteina cruda, FDN= fibra detergente neutro, FDA= fibra detergente acido, ALM= almidén, CNF=
carbohidratos no fibrosos, EE= extracto etéreo, CEN= cenizas; ENL= energia neta de lactancia calculada con
la composicion quimica aqui presentada y digestibilidad de la FDN a 48 h (Eq. 2.11; NRC, 2001).
2Fecha de siembra: 30 de mayo de 2019.
3Hibrido: (H1= DK-4018; H2= Noble; H3= Antilope; H4= XR-49).
EEM= error estandar de la media; DDS= respuesta de dias a cosecha lineales (L) o cuadraticos (Q) denotados
por: *0.01 < P<0.05 y **(P<0.01), D x H = interaccién entre DDS e hibrido, NS= no significativo.
ABC Medias con diferente literal en mayuscula difieren estadisticamente en DDS (P<0.05)
a¢ Medias con diferente literal en mintscula difieren estadisticamente entre hibridos (P<0.05).

El contenido de CNF se incrementd linealmente (P<0.01) a razon de 1.8 unidades
porcentuales por semana. EI aumento en CNF fue inversamente proporcional al decremento
en FDN. Aunque hubo diferencias en CNF entre hibridos (P<0.01), éstas fueron minimas de
0.9 al 1.1 % y solo difirié el hibrido H1 con el menor contenido de CNF. En el presente
estudio, los valores obtenidos de CNF a los 135 o 142 dias a cosecha fueron inferiores a los
reportados en otras investigaciones a similares dias a cosecha®¥. La acumulacion de
almidon fue afectada por la interaccion entre dias a cosecha e hibrido (P<0.01); el hibrido
H3 super6 consistentemente a los deméas materiales a los 128, 135 y 142 dias a cosecha,
excepto a los 121 dias a cosecha, cuando el contenido de almidén difirio levemente entre
hibridos (Figura 2). Lo anterior podria estar relacionado a la variabilidad observada en
acumulacion de MS y de grano que afecta la sintesis de almidon en el grano®”. En dias a
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cosecha, se detectdé un efecto lineal (P<0.01) en la acumulacién de almidon, el cual se
incremento a razon de 1.4 unidades entre cosecha.

Figura 2: Contenido de almidon en la materia seca (MS) del forraje de cuatro hibridos de
maiz (H1= DK-4018, H2= Noble, H3= Antilope y H4= XR-49) cultivados en condiciones
de riego y cosechados a 121, 128, 135 y 142 dias post-siembra
-e-Hl -m H2 -e-H3 —-a—H4

30.0 -

o
a

121 128 135 142

Dias a cosecha

abedfy Medias con diferente literal difieren estadisticamente (P<0.05).
Digestibilidad

En el Cuadro 3 se presentan los pardmetros de digestibilidad evaluados a diferente tiempo de
incubacion in situ. No se detectaron interacciones entre hibrido y dias a cosecha para ninguno
de los parametros evaluados. Contrario a lo esperado, los dias a cosecha no afectaron ni
digestibilidad de la MS, la digestibilidad de la FDN (DFDN) y tampoco la del almidon. Estos
hallazgos difieren de lo reportado en otros estudios en los que la DFDN a 36 0 48 h disminuye
al retrasar los dias a cosecha y la madurez de la planta®*'®). Por otra parte, los valores de
DFDN aqui reportados, son inferiores a los reportados en otros trabajos locales utilizando el
mismo método in situ y tiempo de incubacion®*19). Por otra parte, la digestibilidad de la MS
y DFDN se afectaron por el hibrido (P=0.02 y P=0.01, respectivamente). El hibrido H1 que
tuvo la mayor digestibilidad de MS también obtuvo la superior DFDN. EIl incremento en
DMS se asocia con la acumulacion de grano, mientras que la disminucion se atribuye a una
menor DFDN®20, Sin embargo, en el presente estudio, la mayor acumulacion de grano del
hibrido H3 no compenso6 su menor digestibilidad de la FDN.
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Cuadro 3: Digestibilidad in situ de la materia seca, fibra detergente neutro y almidén de
cuatro hibridos de maiz cosechados a diferentes dias después de la siembra (DDS)

Digestibilidad in situ

DMSasg DFDNgs UFDN120 DAL, DAL,
% MS % FDN % FDN % almidén % almidén
DDS!
121 59.6 32.2 47.3 46.9 96.7
128 59.0 30.1 47.6 47.0 95.6
135 60.2 30.2 48.8 46.6 94.5
142 60.7 30.0 49.3 44.6 94.4
Hibrido?
H1 62.0° 34.22 47.1 43.2¢ 96.9
H2 57.9¢ 30.5% 49.6 48.6° 95.3
H3 60.0° 29.6° 49.2 46.8° 93.8
H4 59.5P 28.2° 48.2 46.5° 95.1
EEM 1.600 1.130 1.530 1.230 1.620
DDS NS NS NS NS NS
Hibrido 0.021 0.041 0.257 0.014 0.265
DxH 0.140 0.072 0.128 0.124 0.202

!Fecha de siembra: 30 de mayo de 2019.
2Hibrido: (H1: DK-4018; H2: Noble; H3: Antilope; H4: XR-49).

DMS4s= digestibilidad de la materia seca (MS) a 48 h de incubacion, DFDN4s= digestibilidad de la fibra
detergente neutro (FDN) a 48 h de incubacion, uFDN12= FDN no digestible a 120 h de incubacion, DAL=
digestibilidad del almidon a 12 h de incubacién, DAL,4= digestibilidad del almidén a 24 h de incubacion.
EEM= error estandar de la media; DDS= efectos de dias a cosecha lineales (L) o cuadraticos (Q) denotados
por: *0.01 < P<0.05 y **(P<0.01), D x H= interaccion entre DDS e hibrido.
abc Medias con diferente literal difieren (P<0.05).

La fraccion de FDN no digestible a 120 h (uFDN) no difirio entre dias a cosecha ni entre
hibridos, y las medias fueron de 48.2 £ 0.9 y 48.2 £1.4 %, respectivamente. En el presente
estudio, los valores de uFDN fueron hasta 10 unidades mayores a la reportada en otras
investigaciones19), Un alto valor de uFDN se asocia con fracciones de fibra lignificadas
principalmente de la base del tallo; en donde se acumula mas lignina con la senescencia de
la planta y aumento en contenido de MS®%20.21)_ Asi pues, es posible que los bajos valores de
UFDN encontrados en este trabajo se asocien con la baja la altura de corte utilizada en el
presente estudio comparado con trabajos antes citados (15 vs 25 cm, respectivamente) y otro
local utilizando hasta 40 cm de altura de corte®?. Finalmente, la digestibilidad del almidon
a 12 o0 24 h no fue afectada al avanzar en dias a cosecha, y solamente se detect6 un efecto de
hibrido (P=0.01) en la digestibilidad del almidén a 12 h. Aunque todos los hibridos utilizados
fueron de grano semi-dentado, es posible que el gradiente de vitreosidad al madurarse el
grano afectara la digestibilidad del almid6n a 12 h'y éste quedara sin efecto a las 24 h3),
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Conclusiones e implicaciones

En el presente estudio, la acumulacién de grano y contenido de MS se incrementaron al
retrasar los dias a cosecha y estuvieron influenciados por el efecto del hibrido. Sin embargo,
el rendimiento de MS no fue afectado por el hibrido y solo se incrementé con los dias a
cosecha. El contenido de FDN disminuyd y el de almiddn se incremento al avanzar en dias a
cosecha, pero este factor no afectd los parametros evaluados de digestibilidad. En general, se
pude maximizar el rendimiento de MS y acumulacion de grano al retrasar hasta 142 dias a
cosecha sin afectarse la digestibilidad de la FDN, pero es necesario explorar algunas
estrategias agronémicas a la cosecha para reducir el valor de la uFDN.
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Resumen:

El objetivo de este estudio fue determinar la composicion mineralogica de enterolitos de
equinos del Valle de Aburra, Antioguia, Colombia. Muestras de ocho enterolitos de
ocho caballos, fueron sometidas a analisis por Difraccion de Rayos X Semicuantitativo
(DRX) y microscopia electrénica de transmision y barrido (METB). La METB de los
enterolitos analizados reportd carbono, oxigeno, fdésforo, magnesio, calcio, silicio,
potasio, bromo, hierro, azufre y aluminio. A través de DRX se identificd estruvita,
newberyta, Kkyanita, quartz low, actinolita, nitratina, cordierita, vivianita. Ambas
técnicas empleadas en el andlisis de los enterolitos se correlacionaron al coincidir los
compuestos minerales, con los elementos quimicos determinados. Los principales
componentes minerales de los enterolitos fueron fosfatos de magnesio, siendo la
estruvita y la newberyta los mas comunes.

Palabras clave: Colico, Enterolitiasis, Equino, Estruvita.
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Introduccion

Los enterolitos son concreciones derivados de precipitaciones de minerales alrededor de
un nudcleo o nido de material organico o inorganico, localizado en el tracto
gastrointestinal®?. Estos cuerpos extrafios poseen diversas formas, siendo los de
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conformacién esférica o tetraédrica e irregulares los mas comunes, con diferentes
tamarios y pesos®. Se han determinado regiones geograficas con alta predisposicion a la
formacion de enterolitos debido a los componentes minerales especificos del suelo, del
agua y especies vegetales®®.

Factores de riesgo como las fuentes de agua y elevado consumo de heno de alfalfa con
altos niveles de magnesio, nitrogeno y fosforo en la dieta, pueden contribuir a la
formacion de enterolitos, ya que la estruvita conformada por estos minerales predispone
a su formacion®. La alfalfa facilita la formacion de 6xido de magnesio al promover un
pH alcalino, que favorece las condiciones para la deposicion y formacion de enterolitos;
de alli que esta leguminosa en la dieta de los caballos se describe como un posible factor
de riesgo. Entre otros factores involucrados se reportan, el ambiente, pH intestinal,
hipomotilidad y la presencia de nucleos que hacen posible la formacion de estos cuerpos
extrafios®819),

Ademas de los factores predisponentes exdgenos, se describen factores endégenos como
la raza, sexo, edad y particularidades fisioldgicas de los caballos para la presentacion de
enterolitos y fitobezoares?. Se reporta, por ejemplo, caballos con 15 afios de edad
tuvieron enterolitiasis en el colon mayor y de 13 afios en el colon menor®; sin embargo,
también se reportan en animales de todas las edades®¥, aunque es menos comin en
animales jovenes por el tiempo requerido para su formacion(.

La velocidad de formacion de los enterolitos en el tracto intestinal es variable, ya que se
relaciona con particularidades del microambiente luminal del colon, tipo de
alimentacion, principalmente concentrado y manejo en confinamiento®®19, forma del
crecimiento a partir del nlcleo y presencia de minerales y elementos traza®V. Las
alteraciones en el pH intestinal pueden contribuir tanto en la formacion como en la
disolucion de los enterolitos, afectando de esta manera el tiempo de formacion®. Ante
estas situaciones, se requieren estudios encaminados a identificar y determinar la
participacion de factores predisponentes para establecer medidas preventivas adecuadas
y evitar la solucién quirtrgica como Gltima instancia®. Por tal motivo, este estudio
tuvo como objetivo evaluar la composicion mineralégica a través de microscopia
electronica (elementos quimicos) y difraccion de rayos X (compuestos quimicos) de
enterolitos obtenidos de caballos en Colombia.

Material y métodos

Se utilizaron enterolitos recolectados (extraccion quirdrgica y excrecion espontanea) de
equinos (caballo Criollo colombiano y Silla argentina) con edades entre los 12 y 16
afios, con alimentacion a base de concentrado comercial, heno de Angleton (Dichantium
aristatum), sal y agua a voluntad, ubicados en el Valle de Aburra, Antioquia, Colombia.
Una vez registrados fotograficamente, se pesaron y se clasificaron por aspecto, formay
tamafio; para posteriormente fragmentarlos con sierra eléctrica sinfin, permitiendo
identificar su nido o nucleo central. Los cortes facilitaron la evaluacién del color y
caracteristicas de la arquitectura interna como la textura y la porosidad. Se analizaron
ocho muestras de enterolitos de igual namero de caballos en laboratorios especializados
en mineralogia, cristalografia o en caracterizacion de materiales; a través de la técnica
de difraccion de rayos X y por microscopia electronica de transmision y barrido
(METB).
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Fragmentos de enterolitos se procesaron para obtener su pulverizacién e
inmediatamente ser colocados en el cristal de quarzo para el analisis de composicion
mineraldgica, a través de la técnica de difraccion de rayos X semicuantitativo (DRX)
(Empyrean® Serie Il — Alpha 1, Modelo 2012, Madrid, Spain). El anlisis de las fases
cristalinas y cuantificacion, se realizé con el software High Score Plus y base de datos
PDF-4-2012, ICSD, para la identificacion de fases. Con la configuracion de reflexion
estandar, angulo 2° — 5-80°, paso: 0.0263°, tiempo: 46.359 seg. La identificacion de los
minerales se obtuvo por la comparacion de los patrones de difracciones de las muestras
de enterolitos con patrones estandares.

Por otro lado, muestras de los enterolitos se cortaron en I&minas que fueron pulidas por
ambos lados, para posteriormente deshidratarse en placa de calor y preparadas para
procedimiento de rutina para ser examinadas con METB (Tecnai® G2 F20 de FEI),
acoplado a un rayo X espectroscépico dispersivo, para el escaneo del material de
estudio.

Los datos fueron tabulados y sistematizados en planillas de MS Excel, analizados con
estadistica descriptiva y presentados en tablas de frecuencia con reportes en porcentajes
de los elementos y compuestos minerales en la composicion de cada una de las muestras
de enterolitos. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica para la
Experimentacion con Animales (CEEA) de la Universidad de Antioquia, Medellin —
Colombia (protocolo No. 1062016).

Resultados

El tamafio, forma y textura de los enterolitos recolectados se muestran en la Figura 1.
Predominaron las formas esféricas, poliédricas e irregulares con superficies lisas,
asperas y porosas. La figura muestra, ademés, la textura macroscopica y por
microscopia electronica de algunos enterolitos. Los enterolitos presentaron tamafios
entre 5 a 15 cm, peso de 664.14 + 385.01 g (maximo 1,157 g; minimo: 127 g). Por otro
lado, se identificO material de origen vegetal (fibra y semillas) en todos los nucleos de
los enterolitos estudiados, al fragmentarlos con la sierra.
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Figura 1: Enterolitos obtenidos de equinos

a) Forma, tamafio y textura de enterolitos. b) Imagen de microscopia electrdnica de enterolitos, segin la
textura y conformacion de los cristales de estruvita.

Los elementos quimicos en porcentajes composicional reportados durante el analisis de
cada enterolito por METB se muestran en el Cuadro 1. Los elementos con mayor
porcentaje fueron el carbono (C) 46.06 %, oxigeno (O) 26.85 %, fdésforo (P) 11.55 %,
magnesio (Mg) 5.97 % vy calcio (Ca) 3.71 %, habiendo minerales como silicio (Si)
2.74 %, potasio (K) 1.24 %, bromo (Br) 0.35 %, hierro (Fe) 0.71 %, azufre (S) 0.61 %y
aluminio (Al) 0.17 %. La presencia de estos elementos varid entre los enterolitos, sobre
todo los elementos considerados como trazas.

Cuadro 1: Composicién porcentual de elementos minerales de enterolitos de ocho
caballos procedentes del Valle de Aburra, Antioquia, Colombia, analizado por
microscopia electronica de transmision y de barrido (METB)

Enterolito Elemento (%)

C ©) P Mg Ca Si K Br Fe S Al
1 31.86 21.07 3246 1232 O 0 229 0 0 0 0
2 38.07 30.61 1132 256 13.96 288 0.60 O 0 0 0
3 57.46 2400 327 127 412 437 135 O 198 148 0.71
4 27.16 27.22 30.18 1329 O 0 215 0 0 0 0
5 6181 23.79 118 O 118 937 O 266 O 0 0
6 3256 3045 7.13 1123 521 356 234 O 345 340 0.67
7 6345 2704 234 423 15 123 O 015 0 0 0
8 56.12 30.67 456 289 367 056 123 0 030 0 0

Los compuestos determinados en cada enterolito por el analisis de DRX se muestran en
el Cuadro 2. Los compuestos minerales con la mayor concentraciéon fueron estruvita
(fosfato amonico de magnesio hexahidrato [MgNH4POs-6H20]) 78.68 %, newberyta
(fosfato acido de magnesio) 11.23 %, kyanita (silicato de aluminio) 3.18 %, quartz low
(6xido de silicio) 2.36 %, actinolita (inosilicato) 2.15 %, nitratina (nitrato de sodio)
1.45 %, cordierita, (ciclocilicado de magnesio) 0.46 %, vivianita, (fosfato de hierro
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hidratado) 0.45 %. Ninguna de las muestras estuvo compuesta por méas de cinco de los
compuestos encontrados.

Cuadro 2: Concentracion porcentual de compuestos minerales de enterolitos de
caballos procedentes del Valle de Aburra, Antioquia, Colombia, analizado por
difraccion de rayos X (DRX)

Compuesto (%)

Enterolito Estruvita Nitratina Newberyta Quartz

Cordierita Actinolita Vivianita Kyanita

low
1 83.8 7.8 1.1 6.9 0.3 0 0 0
2 99.6 0 0.4 0 0 0 0 0
3 81.9 3.3 3.1 4.0 0 7.8 0 0
4 815 0 18.1 0.1 0 0.3 0 0
5 96.1 0 0.5 0 3.4 0 0 0
6 96.4 0 0 0 0 0 3.6 0
7 55.7 0 33.3 7.9 0 3.1 0 0
8 34.5 0.5 334 0 0 6.0 0 25.5

Discusion

La literatura reporta que los enterolitos en equinos, se forman principalmente por la
precipitacion de estruvita, con aumentada presencia de Mg, nitratos, fosfatos y elevadas
concentraciones de cationes en un medio alcalino del colon®7®, Ademés, elevadas
concentraciones de Mg en el colon del equino se han asociado con la dietas (> 50 %)
basadas en alfalfa y son considerados predisponentes a enterolitos; sin embargo, no
todos los caballos que se alimentan con alfalfa desarrollan cuadros de enterolitiasis,
indicando la presencia de otros factores inductores en la formacion de estas
concreciones, como aspectos individuales, la hipomotilidad, flora bacteriana, dietas,
incapacidad buferante y calidad del agua; que pueden influir en el pH intestinal y
contenido mineral col6nico®19,

En este estudio no se analizaron los factores de predisposicion de formaciéon de
enterolitos ni la evolucion de los cuadros clinicos de los caballos diagnosticados con
enterolitiasis, siendo una limitante reconocida del presente trabajo, ya que no se puede
inferir sobre la participacion de estos en la conformacion de los enterolitos, tan solo se
describe la composicion de estos. No obstante, los enterolitos provienen de una zona
geografica del departamento Antioquia, Colombia; donde el suministro de alfalfa no es
comun en la alimentacion de los equinos y no hay un contexto desértico, contrastando
con reportes previos donde regiones del mundo con alta oferta de alfalfa y en suelos
arenosos se han sefialado con tener las mayores frecuencias de presentacion de la
enterolitiasis®**®7), indicando que la génesis de los enterolitos puede ser multifactorial.

La variedad de forma, tamario y textura, y la configuracion de los nidos fueron similares
a otros reportes"®: sin embargo, a diferencia de otros trabajos, todos los nidos fueron
identificados, siendo el material vegetal predominante, difiriendo de otros estudios que
han descrito materiales diferentes al vegetal™®. No se pudo comprobar la presencia
unica o multiple de enterolitos, donde los esféricos se interpretan como presencia unica
de cuerpos extrafios y los poliédricos con presencia multiple®**) ya que no se dispuso
de la informacion completa de los cuadros clinicos de los equinos.
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La identificacién de la estruvita como el compuesto mineral predominante en los
enterolitos es similar a otros estudios®”'¥, Igualmente, la presencia de vivianita,
aunque en menor proporcion en la composicion, fue semejante a lo reportado por Hassel
et al™. Sin embargo, la presencia de newberyta, kyanita, quartz low, actinolita,
nitratina y cordierita, elementos minerales y minerales trazas determinados por METB
(Cuadro 1) no ha sido reportado; sin embargo, no se puede inferir que sea una
caracteristica de los enterolitos obtenidos de los animales de esta region geogréfica,
dado el bajo numero de muestras. Asimismo, es de resaltar el hallazgo de maés de tres
compuestos en la mayoria de los enterolitos, a excepcion del compuesto por estruvita y
vivianita.

Si bien se determind la presencia de ocho compuestos en el grupo de enterolitos
seleccionados, no se encontré presencia de apatita (fosfato de Ca), coincidiendo con
Hassel et al™®, aunque se requiere un mayor nimero de muestras para confirmar este
hallazgo. Sin embargo, en caninos y felinos, los calculos urinarios de estruvita se
pueden acompafar de calculos de apatita®”), indicando condiciones especiales y de
interaccion o substitucion de iones que pueden influir en la cristalizacion de la apatita,
como es el caso del Ky el Mg®®),

Con relacion a los elementos mayores, la concentracién de P, Mg, K, Ca 'y C organico y
los elementos trazas como Fe, coincidieron con las reportadas en los estudios
petrograficos y de mineralogia realizados por Rouff et al®V, en muestras de enterolitos
provenientes de regiones geograficas diferentes. Sin embargo, contrastaron con la
concentracion de S, Si, Br, Al, que fueron reportada en este estudio, pero no se
determinaron la presencia de Zn y Mn. Adicionalmente, en ninguno de los estudios se
detecto cobre (Cu), a pesar de encontrarse en los analisis nutricionales del alimento de
los equinos, realizados por estos mismos autores®V. Por tanto, es posible que la
precipitacion y cristalizacion de los compuestos minerales, no solo depende de la
saturacion, sino también de la interaccion de iones y condiciones de pH en el fluido del
colon®®, Con todo lo anterior, es posible plantearse como hip6tesis, que la diferencia de
contextos y de sistemas de alimentacion de los equinos, pueden afectar la saturacién
ionica en el fluido del colon, lo que podria explicar en parte la cantidad de elementos
mayores y de trazas determinados en este trabajo.

A pesar de la oferta alimentaria y de la presencia en el fluido del colon de algunos
minerales, no forman compuestos 0 no se detectan en la composicion de los enterolitos,
reforzando la hipétesis de la existencia de otros factores predisponentes que participan
en su formacion y crecimiento®1*®)_Sin embargo, es interesante que la estruvita sea el
mayor componente de los enterolitos analizados en varias partes del mundo, lo que
podria conllevar a analizar la existencia de una posible analogia con la formacion de los
calculos urinarios de estruvita, donde existe evidencia de participacion de metabolismo
microbiano, mas que, saturacion mineral®®2%, No obstante, este proceso es complejo y
alin no existe evidencia de que suceda en el colon de los equinos®?Y.

El reconocimiento de los elementos trazas e impurezas organicas dentro la composicion
de la estruvita es importante, debido a que mayor concentracion de estos elementos,
mayor susceptibilidad de descomposicionV. Ademas, los calculos de apatita de caninos
y felinos, son mas resistentes que los de estruvita®®1”; sin embargo, estos son ausentes
en la enterolitiasis de los equinos. Por tanto, es posible considerar estrategias médicas
(disolventes) y de manipulacion de dietas para la prevencién de enterolitos, una vez que

307



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(2):302-309

los analisis mineralégicos mostraron altas impurezas de material organico y de
elementos trazas que los convierte susceptibles a la desintegracion, ya que segun la
composicion puede ser viable el uso de disolventes como las bebidas carbonatadas tipo
Coca-Cola®*?),

Conclusiones e implicaciones

Ambas técnicas (METB y DRX) empleadas en el analisis de los enterolitos se
correlacionaron al coincidir los compuestos minerales con los elementos quimicos
determinados. En sintesis, los principales componentes minerales de los enterolitos
analizados, se constituyeron de fosfatos de Mg, siendo la estruvita y la newberyta los
mas comunes, a diferencia de la vivianita que también se determino, pero en una menor
proporcion a lo reportado previamente®®. Igualmente, se reportaron otros compuestos
distribuidos en todas las muestras analizadas, sin embargo, se requiere estudios con un
mayor nimero de muestras y con informacion relevante de manejo, alimentacion y
condicion clinica asociada a la enterolitiasis de los animales, para determinar asociacion
con la composicion mineraldgica de los enterolitos.
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Resumen:

La criptosporidiosis en una enfermedad que se caracteriza por generar episodios de diarrea
en bovinos alrededor del mundo causada por un pardsito protozoario del género
Cryptosporidium spp. del phylum Apicomplexa y Familia Cryptosporiidae. Es responsable
de importantes perdidas econdmicas, y sumado a esto, genera un impacto en la salud humana,
al poseer la capacidad de parasitar a humanos. El objetivo fue determinar la prevalencia y
factores de riesgo asociados a Cryptosporidium spp. en bovinos de Chiquinquira (Colombia).
Se desarrollo un estudio descriptivo de corte transversal con muestreo aleatorio simple, en
donde se tuvo en cuenta un tamafno muestral de 1,044 bovinos, entre machos y hembras, de
diferentes razas, y grupos etarios con el programa estadistico WinEpi. Las muestras de
materia fecal se tomaron directamente del recto y procesadas mediante la técnica de Ziehl-
Neelsen modificada (ZN) para la identificacion de ooquistes del parasito en el objetivo de
100X. Los datos se procesaron con el programa estadistico Epi Info®. Se encontr6 una
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prevalencia general del 7.3 % (73/1000), las hembras, los bovinos de 2 a 4 afios y los cruces
raciales fueron los mas prevalentes. No se encontr6 asociacion estadistica significativa entre
la raza, edad y sexo de los individuos evaluados, y la positividad al protozoario (P>0,05). La
compra de animales y las producciones de mayor tamafio se consideraron como factores de
riesgo para la parasitosis. Se deben disefiar e implementar planes de prevencion y control del
protozoario basados en practicas sanitarias que impidan la diseminacion de los ooquistes que
se encuentran en materia fecal.

Palabras clave: Crypstoporidium spp., Criptosporidiosis, Bovinos.

Recibido: 21/04/2023
Aceptado: 13/02/2024

Introduccion

Cryptosporidium spp. es un parasito protozario, coccidiano, zoon6tico, intracelular obligado
que forma parte del phylum Apicomplexa y familia Cryptosporiidae; el cual se encuentra
distribuido en todo el mundo®-®. El parasito afecta el tracto gastrointestinal de especies de
vertebrados como bovinos, aves, pequefios rumiantes, roedores, caninos, felinos, conejos,
ardillas e incluso al hombre®9. Recientes reportes indican que existen mas de 40 especies
de Cryptosporidium spp. descritas, de las cuales C. parvum, C. bovis, C. ryanae y C.
andersoni se presentan de forma rutinaria en el ganado bovino®

Los paréasitos de este género causan una enfermedad gastrointestinal grave conocida como
criptosporidiosis”®), que impacta tanto la salud humana como la sanidad animal®6), El
ganado, especialmente los terneros, han sido identificados como uno de los reservorios mas
comunes de este protisto™*), siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en terneros de 1 mes de edad o menos a nivel mundial®®. Sin embargo, existe una gran
variedad de hospedadores que pueden actuar como reservorios del parasito, lo que favorece
que Cryptosporidium spp. persista en el medio ambiente durante tiempos prolongados como
ooquistes, aumentando el riesgo de transmision a los huéspedes susceptibles®?,

Las infecciones por Cryptosporidium spp. constituyen una carga sustancial para la salud
publica y son responsables de pérdidas econdmicas en los rebafios de ganado en todo el
mundo®?. Por lo tanto, la reduccion de la enfermedad y el desprendimiento de ooquistes de
Cryptosporidium spp. se considera como un objetivo importante en las producciones
ganaderas, mediante la inhibicion de la transmision del protista a través del contacto directo
con animales infectados, o la ingestion de alimentos y agua contaminados con heces de
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animales®. El diagnostico del protozoario se basa en la identificacion de ooquistes del mismo
a nivel de laboratorio, en donde lo habitual es llevar a cabo una observacion microscopica de
los ooquistes, aplicando a frotis fecales una tincion de Ziehl-Neelsen (ZN) con solucién de
alcohol &cido, auramina con fenol o inmunofluorescente?,

Las opciones terapéuticas disponibles para tratar la criptosporidiosis son limitadas?. A
pesar del interés sustancial en este tipo de parasitos, el progreso en términos de desarrollo del
tratamiento y comprension de la mayoria del ciclo de vida de este organismo inusual es
escaso”). Hasta donde se sabe, en el Departamento de Boyacé no hay estudios recientes de
la identificacion de ooquistes del parasito en materia fecal por microscopia, ni el analisis de
diferentes variables®. Por consiguiente, el objetivo de la presente investigacion fue
determinar la prevalencia y factores de riesgo asociados a Cryptosporidium spp. en bovinos
de Chiquinqguira (Colombia).

Material y métodos
Ubicacion geografica

Boyacéa cuenta con cuatro municipios especializados en produccion de leche (Chiquinquira,
Caldas, San Miguel de Sema y Saboya), alcanzando un volumen de 70,000 L diarios
derivados de aproximadamente 50,000 hembras bovinas destinadas a la produccion lactea™®.
De acuerdo con los datos del gobierno nacional, la ganaderia en Chiquinquira representa un
renglon importante de la economia del municipio, que se encuentra situado a 5°36’48” Ny a
0°15°21” de longitud meridiano de Bogota, a una altitud de 2,000 a 3,200 msnm y una
temperatura promedio de 15 °C(*9),

Tamaifo de muestra

Chiquinquira para el afio 2022 reportd 33,398 cabezas de ganado segun el Censo Pecuario
Nacional del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)“®). Con base en los datos reportados
y siguiendo la formula obtenida del programa estadistico WinEpi, se determind un tamafio
de muestra de 947 hembras y 47 machos bovinos de diversos grupos etarios y razas con
potencial lechero. Ademas, se tuvo en cuenta un intervalo de confianza del 95%, error
aceptado del 5%, una fraccion de muestreo de 1.15% y una prevalencia esperada del 50 %.

A a 5
_ 2/p(1-p) _ Z a/z ' p(l - p)
E E?

Donde: n=tamano de la muestra; E= error aceptado; p= valor esperado de la proporcion; a=

probabilidad de cola.
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Toma y procesamiento de muestras

Se tomaron entre 2 a 5 g de materia fecal directamente del recto mediante palpacion rectal.
Las muestras fueron rotuladas y almacenadas en neveras de refrigeracion, para ser
transportadas al Laboratorio de Parasitologia Veterinaria de la Universidad Pedagogica y
Tecnoldgica de Colombia (UPTC) para su procesamiento. Para la identificacion de ooquistes
de Cyptosporidium spp. en las heces de los bovinos se implementd la técnica de Ziehl
Neelsen modificada (ZN) o tincion en frio de Kinyoun. Se realiz6 un frotis delgado de
materia fecal en el portaobjetos, el cual se dej6 secar al aire libre. Posteriormente, las laminas
se colocaron en gradillas de tincion en donde se colorearon durante 10 min con fucsina de
ZN. Luego, se realizd decoloracion de las laminas durante 2 min con alcohol &cido de ZN 'y
se llevd a cabo un enjuague con agua de flujo lento. A continuacion, las laminas se
suspendieron durante 6 min en azul de metileno de ZN 'y fue empleado un secado al aire libre.
Las laminas se examinaron microscopicamente con Objetivo 100x con aceite de inmersion).
Se consideraron como positivas aquellas muestras en las cuales los ooquistes de
Cryptosporidium spp. se tifieron de rojo brillante®?".

Analisis estadistico

La identificacion de ooquistes de Cryptosporidium spp. en la materia fecal de los bovinos y
los datos obtenidos en la encuesta epidemioldgica, fueron consolidados y filtrados. Dentro
de los factores evaluados, es importante mencionar que en cuanto a las practicas de manejo,
se hace referencia a la ausencia o presencia del evento, hato grande fueron aquellos con mas
de 10 animales en produccion y los hatos pequefios con 10 0 menos. En cuanto a las fuentes
de agua la Unica que proveia agua potable y tratada fue el acueducto. Los resultados se
analizaron con el programa estadistico Epi Info® version 7.2.4.0.

La proporcion de individuos afectados por Cryptosporidium spp y expuestos a los factores
que se evaluaron en el estudio, fueron comparados con la misma proporcion de una poblacion
no expuesta a ese factor para estimar las razones de prevalencia (RP). El RP se utiliz6 para
medir la asociacion entre cryptosporidiosis y los factores causales hipotéticos, asi como la
importancia de estas asociaciones mediante una prueba exacta de Fisher®,

Los valores de RP superiores a 1 (intervalo de confianza inferior 95% < 1) y con P<0.05 se
consideraron como factores de riesgo, mientras que los valores de RP inferiores a 1 (intervalo
de confianza superior 95% < 1) y con P<0,05 fueron factores de proteccion. La variable
dependiente incluyé los resultados de ZN modificada; mientras que las variables
independientes fueron todas las variables determinantes establecidas en la encuesta
epidemioldgica aplicada durante la toma de la muestra. Una vez establecidos estos factores,
se realizo una regresion logistica?,

313



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(2):310-322

Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 de acuerdo con la Resolucion 8430 del Ministerio de Salud y Proteccion
Social de Colombia, y la Ley 84 de 1989. Estas establecen las normas que son iddneas para
el bienestar de los animales durante la investigacion. Asimismo, antes de la toma de las
muestras de sangre, se obtuvo la firma de consentimiento informado por parte de los
propietarios de los bovinos.

Resultados

Una prevalencia general de 7.3 % (73/1000) fue determinada en el municipio de
Chiquinquira. Las hembras fueron mas prevalentes que los machos con 7.39 (70/947) y
6.98 % (3/43), respectivamente. Los bovinos de 2 a 4 afios y ejemplares de raza cruzada
tuvieron mayor presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. (Cuadro 1). No se encontrd
asociacion estadistica significativa entre la raza, edad y género de los individuos evaluados,
y la positividad al protozoario (P>0,05).

Cuadro 1: Prevalencia de Cryptosporidium spp. por grupo etario y raza en bovinos del
municipio de Chiquinquira, Boyaca

Variable N Positivos Cryptosporidium spp. Prevalencia (%0)
Grupos etarios

< 2 afnos 304 20 6.58

2-4 afios 84 10 11.90

> 4 afos 612 43 7.03

Razas

Ayrshire 138 11 7.97

Cruces 95 9 9.47

Holstein 767 53 6.91

En cuanto a las variables evaluadas, las précticas de manejo como la presencia de ganado de
otros propietarios (P=0.0018), arriendo de pastos (P=0.0010) y la compra de animales
(P=0.0062) tuvieron asociacion estadistica significativa con la presentacion del parasito en
los bovinos evaluados (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Analisis de las practicas de manejo como posibles factores de riesgo asociados a
las infecciones por Cryptosporidium spp.
Intervalo de

Variable Categoria RP confianza (95%6) P-valor
Corral 0.9769 0.9416 - 1.0135 0.1234
Ganado de otros propietarios ~ 0.9427  0.9136 - 1.0729  0.0018

Practicas de Otrf_ﬂs especies 0.9352 0.8351-1.0474 0.1113

manejo Arriendo de pastos 0.9455 0.9138-1.0783 0.0013
Compra de animales 1.0472 1.0118 - 1.0839  0.0062
Cercas dafiadas 1.0056 0.9696 - 1.0430  0.4254
Desparasitacion 0.9352 0.8351-1.0474 0.1113

Los resultados se presentan como razdn de prevalencia (RP) e intervalo de confianza (IC) del 95%.

La diarrea presentd asociacion estadistica significativa con la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium spp. en las muestras de materia fecal analizadas. El tamafio del hato tuvo
significancia estadistica, en donde los hatos grandes se consideraron como posible factor de
riesgo y el hato pequefio se establecié como factor de proteccion para la presentacion del
parasito. Por otra parte, al analizar la fuente de agua de consumo el acueducto y la quebrada,
presentaron asociacion estadistica significativa con la positividad del protozoario, ademas la
quebrada se establecié como posible factor de riesgo, mientras el acueducto fue factor de
proteccion (Cuadro 3).

Cuadro 3: Analisis de las manifestaciones clinicas, tamafio del hato y fuente de agua de
consumo como posibles factores de riesgo asociados a las infecciones por Cryptosporidium

spp.
Variable Categoria RP Intel.rvalo de P-valor
confianza (95%)
Manifestaciones  Diarrea 0.9552 0.9208 - 1.0909 0.0078
clinicas Fiebre 0.9699 0.9366 - 1.0044 0.0545
Tamario del hato  Hato grande 1.051 1.0169 - 1.0863 0.0081
Hato pequefio 0.9515 0.9206 - 0.9834 0.0072
Fuente de agua Acueducto 0.9496 0.9175 - 0.9829 0.0023
Aljibe 0.9694 0.9364 - 1.0035 0.0657
Quebrada 1.0589 1.0122 - 1.1078 0.0041

Los resultados se presentan como razon de prevalencia (RP) e intervalo de confianza (I1C) del 95%.

El andlisis de las variables que se determinaron como posibles factores de riesgo mediante
regresion logistica, permitié determinar que la compra de animales y aquellas unidades de
produccion en donde hay mas 10 animales, como factores de riesgo para la presentacion de
ooquistes de Cryptosporidium spp. en los bovinos evaluados (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Analisis de variables como posibles factores de riesgo asociados a las
infecciones por Cryptosporidium spp

Variable Odds ratio ICI ICS P-valor
Compra de animales 2.252 1.3358 3.7965 0.0023
Hato grande 2.6677 1.2593 5.651 0.0104
Quebrada 15773 0.9484 2.6232 0.0791
Odds ratio= razon de probabilidades; ICI= intervalo de confianza inferior; ICS= intervalo de confianza
superior.
Discusién

La infeccidn por protozoarios entéricos en el ganado puede representar una amenaza para la
productividad y la supervivencia de los bovinos, lo que genera impactos negativos en la
industria ganadera®. En este grupo de patogenos que afectan la salud animal,
Cryptosporidium spp. es un parasito intracelular obligado que se transmite por via fecal-oral
tras la ingestion de ooquistes que pueden contaminar, persistir y resistir la desinfeccién en el
agua y en los alimentos®V, La literatura publicada sobre el paréasito es extensa,
proporcionando detalles de su distribucion en la mayoria de las regiones del mundo®?. En
este sentido, se han reportado prevalencias de 52.2 % en Argelia®®, 16.2 % en Etiopia®, 53
% en fincas de Letonia® y 64 % en bovinos muestreados en la region lagunera de México®”.

De la misma forma, a nivel nacional existen prevalencias del 22 % en la region Sabana Centro
(Cundinamarca)®, 22 % y 7 % en Chiquinquira®®2", 48 % en bovinos de Boyaca®® y el
diagnostico microscopico revelo que 115 terneros (26.6 %) de 44 granjas (59.5 %) dieron
positivo en una area central de Colombia (Antioquia, Boyacé, Cundinamarca y Meta)®®, las
cuales se encuentran por arriba de la encontrada en el presente estudio. Las variaciones
reportadas se pueden presentar debido a las diferentes condiciones medioambientales, las
préacticas de manejo y el nimero de animales en las explotaciones, por lo que se debe
considerar el papel que tiene el medio ambiente en la contaminacion directa e indirecta,
principalmente en lo que se relaciona con la acumulacion de ooquistes en animales que se
encontraban previamente en el hato, y facilitan la ruta de transmision fecal-oral de los
bovinos, pues puede modificar la prevalencia de infeccion del parasito®?,

En el presente estudio, los bovinos de 2 a 4 afios tuvieron la mayor prevalencia del parasito,
lo cual difiere con lo reportado en Africa®9, Asia® y Suramérica® en donde se detectd
una mayor tasa de infeccion en ganado joven en comparacion con los animales adultos. No
se encontrd asociacion estadistica significativa con la edad de los bovinos (P>0,05), lo cual
se relaciona con la prevalencia de la infeccion por Cryptosporidium en el ganado bovino de
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Etiopia central®®, pero difiere con los datos obtenidos de bovinos de explotaciones lecheras
de Colombia®®, Estados Unidos®? e India®®; dado que en las investigaciones se encontraron
asociacion entre la edad y la excrecion de ooquistes en materia fecal. Asi mismo, la edad no
se considerd como un factor de riesgo para el protozoario en el presente estudio. No obstante,
los bovinos <12 meses de edad fueron los factores asociados a la excrecion de ooquistes de
Cryptosporidium spp en Colombia@®®. En este sentido, se debe tener en cuenta que los
terneros lactantes tienen mayor predisposicion a adquirir la infeccidn por el parasito; ademas,
la enfermedad clinica puede estar influenciada por el estado inmunitario del huésped®©.

Das et al® reportan que, existe significancia estadistica entre la positividad a
Cryptosporidium spp. y el sexo de los bovinos, lo cual no se evidencié en el presente estudio;
sin embargo, en la prevalencia de la infeccion por Cryptosporidium en Etiopia®? y Nigeria®
no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre machos y hembras, lo cual se
relaciona con nuestros resultados. Por otra parte, los cruces raciales tuvieron la mayor
excrecion de ooquistes del protozoario, sin existir una asociacion estadistica entre la raza de
bovinos con la presentacion del parasito (P>0,05), lo cual coincide con la ausencia de
relacion reportada en la prevalencia de la infeccion en bovinos en Addis Abeba y sus
alrededores®, que es probable se presente debido a la posibilidad del ganado de carne como
el de leche de ser infectados por el coccidiano®.

Los factores de riesgo de Cryptosporidium spp. se asocian principalmente con el manejoy la
condicion sanitaria de los animales®® . La presencia de ganado de otros propietarios en los
hatos, el arriendo de pastos y la compra de animales, de los cuales no se conocia los
antecedentes sanitarios y de desparasitacion, se asociaron a la presencia de ooquistes en las
muestras evaluadas (P<0,05), esto debido a que la transmision de la criptosporidiosis se debe
principalmente a las practicas de manejo que permitan la diseminacidén que ooquistes que se
encuentran en el medio ambiente o en animales enfermos o huéspedes susceptibles. Del
mismo modo, la compra de animales se determiné como factor de riesgo para la presencia
del parasito, esto se puede presentar debido a que Cryptosporidium spp, no es especifico del
huésped. Por tanto, un ambiente contaminado con ooquistes durante un brote en bovinos
puede dar lugar a la infeccion otras especies que posteriormente utilicen la misma zona de
pastoreo, ademas al desconocer los antecedentes sanitarios de los individuos puede aumentar
la posibilidad de transmision del protozoario®.

El tamafio del hato se asocio6 con la excrecion de ooquistes de Cryptosporidium spp., en donde
las producciones de menor tamafio se consideraron como factor de proteccion y los hatos con
mayor cantidad de individuos se establecieron como factor de riesgo para la infeccién, lo que
concuerda con la asociacion positiva entre la mayor densidad de poblacion bovina con la
excrecion fecal de Cryptosporidium spp en Africa®V, Asia®, Europa®®¥ y Norteamerica®?.
Del mismo modo, la crianza individual de terneros disminuye la infeccion por el protozoo en
aproximadamente 2.5 veces en comparacion con la crianza de terneros en grupo®Y,
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existiendo una diferencia en el desprendimiento de ooquistes entre los sistemas de
alojamiento, con una mayor prevalencia en los terneros mantenidos de manera grupal
comparado con el sistema individual. Sin embargo, dependera de la edad de los animales®?;
esto demuestra la importancia que tienen las instalaciones utilizadas en las explotaciones
intensivas con mayores densidades de animales®®.

El consumo de agua de bebida proveniente del acueducto y de la quebrada presentod
significancia (P<0,05), en donde el acueducto se establecid6 como un factor de proteccion
para la positividad al parasito. Explotaciones con fuentes de agua potable como pozos, rios
o arroyos; adquirieron Cryptosporidium 2.4 y 2.9 veces mas, en comparacion con las granjas
que usan agua del grifo para proveer de agua a los bovinos®Y. Asi mismo, los hatos que
eliminan las aguas residuales al campo en comparacién con las granjas que arrojan aguas
residuales a los pozos cercanos también podrian tener mayores posibilidades de padecer la
infeccion al protozoario®V. La infeccion por Cryptosporidium spp. tiene una asociacion
significativa con los sintomas del animal infectado®, de alli que la presentacion de diarrea
en los individuos evaluados tuviera asociacion significativa (P<0,05). No obstante, estudios
previos indicaron que no hubo asociacién entre la presencia de diarrea y desprendimiento de
ooquistes®343%) asi como una prevalencia ligeramente mayor en el ganado diarreico
comparado con el no diarreico®. A pesar de esto, la tasa de infeccion por Crytosporidium
spp en Colombia®”?® y Algeria®® es mayor en animales que manifiestan diarrea comparada
con la de aquellos individuos que no la presentan, lo que concuerda con lo encontrado en
Chiquinquira; destacandose que el riesgo de que el sintoma se presente en los bovinos puede
disminuir a medida que van alcanzando la edad adulta®).

En la actualidad no existe en el mercado una vacuna o un farmaco para el tratamiento y
control de la criptosporidiosis en rumiantes, lo que dificulta su prevencién. En este sentido,
es necesario implementar estrategias que permitan reducir la propagacion de la infeccién en
los hatos, y en donde se incluyan buenas practicas de manejo de la enfermedad, tales como
la separacién de bovinos con diarrea, la limpieza y desinfeccidn de las instalaciones antes de
la introduccion de animales, el retiro y eliminacion de materia fecal o basura himeda, higiene
de comederos y bebederos, el desarrollo de estrategias para reducir la humedad en los hatos
asi como el suministro adecuado de calostro a los recién nacidos®®).

Conclusiones e implicaciones

Se encontr6 una prevalencia moderada de la infeccion por Cryptoporidium spp. en los
bovinos de Chiquinquira, en donde las hembras, los bovinos de 2 a 4 afios y los cruces raciales
fueron los méas prevalentes, aunque la infeccion por el protozoario se presenta con mayor
frecuencia en terneros, los adultos pueden convertirse en fuente de diseminacién del parasito,
por lo que su prevencion y control debe ser primordial en los hatos. La compra de animales
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y las producciones de mayor tamafio se consideraron como factores de riesgo para la
parasitosis; en este sentido, las practicas sanitarias y de manejo deben ser ajustadas de tal
manera que en los sistemas extensivos y en aquellos en donde se permite el ingreso de
animales sin conocer antecedentes sanitarios, se minimice la excrecién de ooquistes en
materia fecal.

Conflicto de intereses

Los autores del presente articulo declaran que no existe ningudn tipo de conflicto de intereses,
ni ninguna relacion econdémica, personal, politica, interés financiero, ni académico que pueda
influir en el juicio de los mismos.
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Resumen:

La miel de Scaptotrigona mexicana se caracteriza por sus propiedades nutricionales y
antioxidantes, pero tiene un alto contenido de humedad que afecta su estabilidad durante el
almacenamiento. El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades fisicoquimicas y
antioxidantes mediante espectroscopia UV-Visible, perfil de compuestos fendlicos por
cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas y acidos
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grasos y compuestos volatiles mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas, minerales por espectroscopia de emision atdmica de plasma de microondas, a partir
de miel almacenada en diferentes recipientes que, junto con los métodos tradicionales, se
utilizan comunmente para aumentar su estabilidad. La mayoria de las propiedades
fisicoquimicas y antioxidantes no fueron significativamente diferentes de las de la miel recién
cosechada. Los resultados sugieren que el envase con valvula de retencion de escape tiene
un efecto significativo en la disminucién del contenido de humedad y la actividad del agua,
pero no en las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes durante al menos 2 afios de
almacenamiento. Estos resultados sugieren que el tipo de recipiente debe considerarse al
momento de almacenar la miel, ya que afecta significativamente (P<0.05) sus propiedades y
calidad.

Palabras clave: Actividad antioxidante; Recipiente; Miel; Scaptotrigona mexicana; Abejas
meliponas sin aguijon.

Reccibido: 08/05/2023
Aceptado: 01/10/2024

Introduccion

La miel de las abejas sin aguijon es muy demandada por los consumidores, debido a sus
propiedades curativas y a su calidad®. Sin embargo, este tipo de miel se caracteriza por un
mayor contenido de humedad, lo que aumenta la probabilidad de su deterioro. Ademas, se ha
reportado que el exceso de agua puede ser un atributo negativo de calidad, ya que crea un
alto riesgo de inducir procesos de fermentacion y, consecuentemente, alterar las propiedades
organolépticas de la miel®. Se han reportado diversas metodologias para mantener las
propiedades nutricionales y sensoriales de la miel, aumentar su estabilidad y mejorar sus
condiciones de manejo y comercializacion para obtener un producto inocuo para el
consumidor®, como el uso de la deshidratacion en bandejas de plastico utilizando hornos de
temperatura controlada®. No obstante, la exposicion a altas temperaturas produce un
aumento en el contenido de hidroximetilfurfural®. Se ha reportado que el calentamiento a
temperatura de ebullicion elimina las levaduras y reduce el contenido de humedad y que
ciertos recipientes, como las ollas de barro sin esmaltar, producen una reduccién en el
contenido de humedad de hasta un 20 %, aumentando la vida util de la miel®. Sin embargo,
los recipientes de barro tienen la desventaja de ser fragiles, de baja capacidad y no funcionales
para el transporte. En un método tradicional utilizado en la region del Totonacapan, Veracruz,
México, se agregan frijoles a la miel ya que, segun los habitantes, estas semillas absorben la
humedad de la miel, haciéndola més estable. Otra técnica tradicional es el uso del envasado
al vacio para evitar la entrada de aire. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue
investigar el efecto del almacenamiento en diferentes recipientes de plastico sobre las
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propiedades fisicoquimicas, antioxidantes, compuestos fendlicos y perfil de acidos grasos,
minerales y compuestos volatiles en la miel durante el almacenamiento.

Material y métodos

Productos quimicos

2,2 -difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Trolox (&cido 6-hidroxi-galico), quercetina, reactivo
de Folin-Ciocalteu y 2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) se compraron a Sigma (St.
Louis, MO, EE. UU.).

Recoleccién de muestras

Veinticuatro (24) litros de miel fueron provistos por la empresa Chasseurs De Saveurs S.A.
C.V. Se recolectaron en la region de Zozocolco, Veracruz, México. Las muestras se
recolectaron de colmenas en cajas rasticas de madera que los meliponicultores guardan en
sus casas. La extraccion se realizé durante el mes de mayo de 2018 utilizando una jeringa de
20 ml. El lote de 24 L de miel recolectada se dividi6 en cuatro lotes (6 L por lote). La miel
de cada lote se dividié en tres recipientes de 2 L (Figura 1). TO (control) se utilizd
inmediatamente para el analisis de los pardmetros evaluados y se recolectd de cajas rusticas
de madera. Los lotes T1 a T4 se colocaron en recipientes de plastico cominmente utilizados
para la comercializacion de miel. La descripcion de los tratamientos se presenta a
continuacion: T1: miel almacenada en una bandeja de plastico opaco (polietileno de alta
densidad), T2: miel almacenada en una bandeja de plastico opaco adicionada con cinco
semillas de frijol, T3: miel almacenada en una bandeja de plastico opaco con valvula de
retencion de escape (ZAZOLYNE, China) utilizada en la fermentacién de vinos, T4: miel
almacenada en un recipiente de plastico transparente (tereftalato de polietileno, 1). Las
muestras de miel se colocaron en una habitacion con una temperatura de 25 °C y se analizaron
al inicio y después de 2 afios de almacenamiento. Todas las determinaciones se hicieron por
triplicado.
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Figura 1: Tratamientos de envasado de miel de Scaptotrigona mexicana

Miel de Scaptotrigona mexicana

T1
I—
T2 Heo - -
2| |°2] |#2

TO (Miel recogida T3
de cajas de
madera risticas)

TO= control; T1= miel almacenada en una bandeja de plastico opaco; T2= miel almacenada en una bandeja de
plastico opaco adicionada con cinco semillas de frijol; T3= miel almacenada en una bandeja de plastico opaco
con vélvula de retencion de escape; T4= miel almacenada en un recipiente de plastico transparente.

Propiedades fisicoquimicas

Se determind la humedad, la conductividad eléctrica, el pH y la acidez titulable de las
muestras de miel, utilizando los procedimientos analiticos estandar apropiados”. La
conductividad eléctrica se determind con un medidor de conductividad (Mettler Toledo,
modelo ME 226, Pittsburgh, EE. UU.) y la actividad del agua se midié con un medidor de
actividad de agua (AqualLab, Modelo 4TE, Meter group, Inc, EE. UU.). El color se midi6
con un colorimetro (ColorFlex V1-72 SNHCX 1115, Hunter Lab, EE. UU.) utilizando los
parametros CIE L*a*, b* y se calculo el cambio total de color, el indice de pardeamiento y
el croma.

Contenido total de compuestos fenolicos, vitamina C y actividad
antioxidante

El contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante: los ensayos DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), FRAP (capacidad de reduccion férrica del plasma) y ABTS
(&cido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) se determinaron utilizando extracto
metanolico de miel con dilucion 1:100®),
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Los compuestos fenodlicos totales se determinaron mediane el método de Folin-Ciocalteu con
algunas modificaciones®. Se mezclaron 30 pl de cada muestra y 30 ul de Folin-Ciocalteu y
se incubaron durante 2 min (40 °C). Después de aniadir 240 pl de Na2COs (5 %), se incubaron
durante 20 min (40 °C). Después de ese tiempo, se leyo la absorbancia (A= 765 nm). El
contenido de vitamina C se determiné mediante una curva estandar elaborada con acido L-
ascorbico (99 % de pureza; Sigma Rec. 84272, St. Louis, Missouri, EE. UU.) a una
concentracion de 0-50 mg y los resultados se expresaron como mg equivalentes de &cido
ascorbico (EAA) por gramo.

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH se determind mezclando 30 pl de cada muestra
con 270 ul de reactivo DPPH, luego se incub6 durante 30 min, posteriormente se leyo la
absorbancia (A= 517 nm, Multiskan FC, modelo IVD, Finlandia). Se determin6 el ABTS, se
mezclaron 30 pl de extracto y 270 ul de reactivo ABTS y luego se incubaron durante 30 min
(25 °C). A continuacion, se midié la absorbancia (A= 734 nm, Multiskan FC, modelo IVD,
Finlandia). Finalmente, se determind la FRAP, se mezclaron 30 pl de extracto y 270 ul de
reactivo FRAP, luego se incub6 durante 30 min (37 °C) y se midio la absorbancia (A= 593
nm, Multiskan FC, modelo VD, Finlandia). Para las dos técnicas se realiz6 una curva de
calibracion de Trolox de 0.1-1 mg/ml®. Los resultados se expresan en miligramos de
equivalentes de Trolox por gramo de peso seco de cada muestra.

Analisis UPLC-MS

Para los extractos de miel, se pes6 un gramo de miel, se afiadieron 10 mL de metanol y se
sometid a ultrasonicacion (microprocesador ultrasonico VCX 750 Sonics Materials,
Connecticut, EE. UU.) durante 10 min, este proceso se repitié hasta el agotamiento.
Posteriormente, el disolvente se evapord hasta la sequedad en un evaporador rotativo
(Rotavapor R-100, Biichi, Flawil, Suiza). A continuacién, el extracto de miel (10 mg) se
volvio a disolver en 1.0 ml de MeOH con 0.1 % de acido férmico (ambos de grado MS,
Sigma-Aldrich), se filtr6 y se colocd en un vial de cromatografia liquida de ultra alta
resolucion (UPLC, por sus siglas en ingles) de 1.5 ml. La identificacion y cuantificacion de
compuestos fendlicos individuales se realizo con un UPLC acoplado a un espectrometro de
masas de triple cuadrupolo (Agilent Technologies 1290-6460, Santa Clara, California, EE.
UU.). Las condiciones cromatograficas fueron: flujo 0.3 ml/min, volumen de inyeccion 2 uL.
y temperatura de columna 40 °C. El gradiente comenz6 en 1 % B, luego cambi6 a 50 % B en
30 min, luego 99 % B en 4 min seguido de un paso isocratico a 99 % B durante 4 min.
Posteriormente, un gradiente a 1 % B en 1 min seguido de un paso isocratico durante 5 min.
Las condiciones de espectrometria de masas fueron ionizacién por electrospray en modo
positivo y negativo, temperatura (T) del gas 300 °C y T del gas de la vaina 250 °C con flujos
de 5y 11 L/min, respectivamente. La presion del nebulizador fue de 45 Psi y los voltajes del
capilar y boquilla fueron de 3,500 y 500 V, respectivamente. Se buscaron cuarenta y ocho
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(48) compuestos: acido shikimico, acido galico, L-fenilalanina, acido protocatecuico, acido
4-hidroxibenzoico, acido gentisico, acido 4-hidroxifenilacético, (-)-epigalocatequina, (+)-
catequina, é&cido vainilico, escopolina, é&cido clorogénico, é&cido cafeico, malvina,
kuromanina, procianidina B2, vainillina, queracianina, (-)-epicatequina, acido 4-cumarico,
mangiferina, umbeliferona, (-)-galato de galocatequina, escopoletina, acido ferulico,
quercetina 3,4-di-O-glucésido, acido 3-cumarico, acido salicilico, &cido sinépico, galato de
epicatequina, acido elagico, miricitrina, pelargonidina, quercetina 3-D-galactosido, rutina,
acido p-anisico, quercetina 3-glucosido, luteolina 7-O-glucésido, malvidina, &cido 2,4-
dimetoxi-6-metilbenzoico, penta-O-galoil-B-D-glucosa, kaempferol  3-O-glucésido,
quercitrina, naringina, acido rosmarinico, acido trans-cinamico, luteolina y kaempferide.
Cada compuesto se identifico6 mediante un método dindmico de monitoreo de reacciones
multiples y se cuantificod mediante curvas de calibracion de 0.25 a 19 uM, con un coeficiente
de determinacion superior a 0.99,

Compuestos de GC-MS

Los compuestos volatiles (ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos caracteristicos de este tipo
de muestra) se determinaron en 3.0 g de miel almacenada. La miel se colocé en un vial sellado
con una tapa de PTFE/Teflon y se calent6 a 100 °C, luego se inyectd la muestra utilizando
un espacio de cabeza modelo 7694E de Agilent Technologies y un cromatdgrafo de gases
(Agilent Technologies™, modelo 6890 N, Network GC system, Santa Clara, California, EE.
UU.) equipado con una columna capilar DB-5 (60 m x 0.25 mm DI x 0.25 um de espesor de
pelicula). Las condiciones de GC fueron temperatura inicial: 45 °C durante 5 min, rampa de
calentamiento: 15 °C/min hasta 280 °C, durante 1 min. Helio a un flujo de 1 ml/min,
temperatura del inyector de 250 °C. La identificacion de compuestos volatiles se realiz6 por
espectrometria de masas utilizando el espectrémetro de masas XL inerte modelo 5975 de
Agilent Technologies™, los espectros de masas se obtuvieron por ionizacién por impacto
electrénico a 70 eV. Para su identificacion, los espectros de masas obtenidos para cada
compuesto se compararon con una base de datos (programa de busqueda de espectros de
masas HP Chemstation-NIST 05, version 2.0d).

Perfil de acidos grasos

El material aceitoso se extrajo de la miel utilizando un extractor Soxhlet con hexano (60-
80 °C) durante 6 h. El extracto aceitoso se filtrd y concentr6 al vacio (Biichi, Flawil, Suiza)
para obtener extractos crudos. Los Esteres Metilicos de Acidos Grasos (EMAG) se
obtuvieron mediante un proceso de esterificacion y se analizaron mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS, por sus siglas en inglés)™?. Se utiliz6 un
cromatografo de gases (Agilent Technologies™, modelo 6890 N, Network GC system, Santa
Clara, California, EE. UU.) equipado con una columna DB-5 (metilpolisiloxano al 5 %, cat-
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1225082, J&W Scientific, EE. UU.). Las condiciones de GC fueron temperatura inicial:
150 °C durante 5 min, rampa de calentamiento: 30 °C/min a una temperatura de 210 °C,
1 °C/min a 213 °C durante 40 min, finalmente 20 °C/min hasta 280 °C durante 40 min. Helio
a un flujo de 1 mL/min, temperatura del inyector de 250 °C. La identificacion de los acidos
grasos se realizd mediante espectrometria de masas utilizando el espectrdmetro de masas XL
inerte modelo 5975 de Agilent Technologies™. La identidad de cada acido graso se asigno
mediante un patron externo (mezcla de EMAG, C8:C22, no. de cat. 18920-1AMP, Sigma-
Aldrich) que contenia: acido octanoico, acido decanoico, acido undecanoico, acido
dodecanoico, acido tridecanoico, acido tetradecanoico, &cido pentadecanoico, &cido 9-
hexadecenoico, acido hexadecanoico, 4&cido cis-9,12, heptadecanoico, acido
octadecadienoico, acido cis-9-octadecaenoico, acido heptadecanoico, acido eicosanoico,
acido 11-eicosenoico.

Analisis de minerales

Para la extraccion de minerales, la miel (1 g) se digirio en tubos digestores con una solucion
de acido nitrico (5 %) en una proporcion de 1:10 (p:v). Los tubos se colocaron en un digestor
Kjeldahl (Speed Digester K-439, Biichi, Flawil, Suiza) y se digirieron a 170 °C durante 2 h
hasta obtener una solucion casi clara. Esta solucion se filtrd y posteriormente se transfirié a
un matraz aforado de 50 ml y se diluy6 con HNOs al 5 % para finalmente ser inyectada. La
determinacion se realizé con un MP-AES Agilent 4100 (Santa Clara, California, EE. UU.)
compuesto por un nebulizador inerte One Neb, una camara de nebulizacion ciclonica de
vidrio de doble paso y un detector de carga acoplada (CCD, por sus siglas en inglés) de estado
solido. El flujo del gas de plasma fue de 20 L/min y el flujo de gas de reposicion de 1.5
L/min. Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una mezcla de 27 elementos (Ag, Al,
As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Si, Sr, Ti, Tl, V,
Zn) con ocho puntos (concentraciones: 100, 75, 50, 25, 10, 7.5, 5.0 y 1 ppm). El coeficiente
de determinacion fue superior a 0.98 para cada elemento. Las condiciones del equipo para el
andlisis fueron: tiempo de captura 13 seg, tiempo de estabilizacion del plasma con aspiracién
de muestra 15 seg, tiempo de lectura 3 seg (lectura por triplicado) y tiempo de lavado 20 seg.

Analisis microbioldgico

El recuento de bacterias aerdbicas meséfilas totales y de mohos y levaduras se realizé
pesando 1 g de miel que se mezclé con 9 ml de tampdn PBS. Posteriormente, se realizaron
diluciones seriales hasta obtener la dilucién 10°°. Finalmente, se sembr6 1 ml de cada dilucion
en placas de Petri y en agar de recuento en placa (Difco™, BD Detroit, EE. UU.) y agar PDA
(agar papa dextrosa, agar de recuento en placa BD™ Difco™) para aerdbicos se vertieron
bacterias y mohos y levaduras, respectivamente. Finalmente, se incubaron durante 48 hy 5
dias a 35 °C, y se contaron las colonias.
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Analisis estadistico

El tratamiento y el analisis se realizaron por triplicado, y los valores se expresaron como
media + DE (desviacion estandar). Todos los datos se analizaron utilizando varianza de una
sola via (ANOVA), seguido de una prueba de Tukey con un nivel de significancia de 5 %
(P<0.05) utilizando el software estadistico Minitab 16 (Minitab Inc. State College, PA, EE.
uu.)®,

Resultados
Analisis de propiedades fisicoquimicas

En el Cuadro 1 se muestran las propiedades fisicoquimicas de la miel almacenada en
diferentes envases. El contenido de humedad de las muestras analizadas varié de 20.60 a
23.40 %, mientras que la actividad de agua vario de 0.663 a 0.675 después de 2 afios de
almacenamiento en los diferentes tratamientos. La miel almacenada en un recipiente con
valvula anaerdbica mostr6 la mayor disminucién en el contenido de humedad (20.60 %) y en
la actividad de agua (0.667) en comparacion con el tratamiento control, seguida de la miel
almacenada en un recipiente de plastico transparente (contenido de humedad: 22.80 %, aw=
0.675). El alto contenido de humedad estd relacionado con el ambiente en el que se
encuentran las flores de las que las abejas recolectan nectar. Ademas, se debe considerar que
la miel obtenida de abejas sin aguijon contiene una mayor cantidad de agua, por lo que el
efecto que el tipo de recipiente y su permeabilidad tiene un mayor efecto en su estabilidad en
comparacion con la miel comercial obtenida de Apis mellifera®®,

Los parametros de color de la miel exhibieron ligeros cambios durante el almacenamiento;
estos cambios se reflejaron en los valores de croma y en el cambio total de color. La muestra
almacenada en recipientes transparentes (T4) presentd un mayor cambio total de color (8.08).

El pH de las muestras vari6 ligeramente de 3.23 a 3.66. Los valores de pH obtenidos en las
muestras estuvieron en el rango reportado para este tipo de miel®, La acidez total de las
muestras almacenadas en los diferentes recipientes (T1-T4) vario de 85.66 a 87.33 meg/kg.
Las muestras almacenadas en los diferentes tipos de recipientes (T2-T4) no fueron
significativamente diferentes entre si, pero si de la muestra control (73.66 meq/kg). Los
valores de acidez para los tratamientos T1-T4 fueron similares a los reportados para la miel
de abejas sin aguijon, de 85 meq/100 g2, Los valores de hidroximetilfurfural (HMF) de las
muestras almacenadas en los diferentes recipientes (4.00-4.78 mg/kg) no fueron
significativamente diferentes de los del tratamiento testigo (4.09 mg/kg).
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Analisis de la actividad antioxidante

El Cuadro 2 muestra que el contenido de compuestos fendlicos totales, vitamina C y
compuestos antioxidantes de la miel almacenada en los diferentes recipientes no fueron
significativamente diferentes (P>0.05) al del tratamiento control, excepto para la vitamina C
y la inhibicion de radicales DPPH. El contenido de compuestos fendlicos totales varié de
12.55 a 14.31 mg EAG/100 g de miel y el de vitamina C de 86.86 a 114.17 mg AA/g. De
acuerdo con estos valores, la actividad antioxidante determinada por la actividad de
eliminacién de radicales DPPH presento altos valores de inhibicion (75.57-94.70 %). Del
mismo modo, el rango de valores determinado por las pruebas de FRAP (2.23-3.70 mg ET/qQ)
y ABTS (0.61-1.13 mg ET/g) para los diferentes tipos de recipientes muestra que la miel
contiene compuestos con una alta capacidad para reducir los iones férricos y que son estables
durante el almacenamiento. Estos resultados son consistentes con los reportados para otros
tipos de miel™® y opuestos a los reportados para la miel sometida a una temperatura de 22-
40 °C después de 90 dias de almacenamiento™),

Cuadro 2: Propiedades antioxidantes de la miel recién cosechada (TO-testigo), almacenada
después de dos afios en diferentes recipientes (T1-T4)

Propiedad TO T1 T2 T3 T4
I 9140 =+ a . d .
Vitamina C, mg EAA/g 5 242 87.50+ 8.26% 86.86+1.02% 114.17+2.16° 106.64+1.35

Compuestos fendlicos totales, 12.55 =+

13.46+ 3.19* 14.06+3.70* 11.82+3.50* 14.31+2.63°

mg EAG/g 3,047 3.46+ 3.19 06+3.70 82+3.50 3 63
o 87.25 * . . . b
Inhibicién de DPPH, % 2 5P 94.05+2.69° 75.57+5.65* 94.70+1.88° 84.71+4.65
297 # . . . .

FRAP, mg ET/g 0.95° 3.70+1.87%  2.94+1.05* 2.23+0.98 2.94+1.60
068 =+ . . a .

ABTS, mg ET/g 0.18° 0.61+0.22° 0.72+0.31* 0.69+0.24 1.13+0.76

Los valores se muestran como la media + DE (n=3). EAA= equivalentes de acido ascorbico. EAG=
equivalentes de acido galico, ET= equivalentes de Trolox.
abe | etras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (P<0.05).

Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos mediante UPLC-
MS

En el Cuadro 3 se muestra el analisis de los compuestos fendlicos presentes en la miel recién
cosechada y en la miel almacenada en diferentes recipientes. Se identificaron un total de 17
compuestos fendlicos mas dos precursores (acido shikimico y L-fenilalanina) en la miel
almacenada en los diferentes recipientes. El acido shikimico (35511-38504.90 ug/g de
extracto seco), el acido 4-hidroxibenzoico (2781.36-2996.87 ug/g de extracto seco), el acido
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4-hidroxifenilacético (1685.49-2294.62 pg/g de extracto seco) y la L-fenilalanina (2917.68-
3004.45 ng/g de extracto seco) fueron los principales compuestos de las muestras. No se
encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la mayoria de los compuestos fendlicos y
precursores de las muestras almacenadas en los diferentes recipientes después de 2 afios de
almacenamiento. Los compuestos fendlicos acido gentisico, acido 4-hidroxifenilacético,
acido p-anisico y el precursor &cido shikimico presentaron diferencias significativas (P<0.05)
en las muestras almacenadas en los diferentes recipientes, principalmente en T4 (miel
almacenada en un recipiente de plastico transparente). El perfil de compuestos fendlicos
encontrados fue similar al reportado para la miel sin aguijon por otros autores®, sin embargo,
se encontraron variaciones con relacion a la concentracion, estas diferencias en la
concentracion han sido atribuidas a la variacion floral y geografica y a la época de
recoleccion®),

Compuestos volatiles

El Cuadro 4 muestra que se encontraron 18 compuestos volatiles en la miel en los diferentes
tratamientos, siendo el acetato de etilo (20.20-30.24 %), el 6xido de cis-linalool (30.05-
34.73 %), el 6xido de trans-linalool (12.97-15.75 %) y el 1,5,7-octatrien-3-ol, 3,7-dimetil,
(12.55-14.67 %) los principales compuestos, los cuales representan aproximadamente el
50 % de los compuestos volatiles presentes en las muestras. Los derivados del alcohol fueron
los predominantes en la miel durante el almacenamiento.

Cuadro 4: Compuestos volatiles (%) determinados en la miel recién cosechada (TO-
testigo), almacenada después de dos afios en diferentes recipientes (T1-T4)

N Nombre del compuesto TR (min) TO T1 T2 T3 T4
1 Acetato de etilo 5.46 - 20.20° 22.25° 30.24° 28.67°
2 3-metilbutanal 5.66 - - - - -

3 Hexano, 3 metil 7.46 - 1.79° 1.77° 2.18" 1.91°
4  2-Hexeno, 3 metil 8.64 - 0.240° 0.236° 0.272° 0.16%
5 Acido propanoico, 2-hidroxi-, ¢ o5 8.85° 149° 154 178" 1.66°

éster etilico

6 Furfural 9.60 - 1.71°  1.87° 0.96* 0.68°
7 D-Limoneno 10.90 0.37 - - - -

8 Acetato de 2-heptanal 10.93 1.38 - - - -

9  Alcohol lilac B 11.05 - 0.14* 0.15°  0.110* 0.112%
10 Alcohol lilac C 11.19 0.09* 0.11° 0.10% 0.09* 0.09%
11 Benzaldehido 11.68 0.87¢  1.76° 198" 1.99° 2.47°
12 trans-y-cariofileno 11.89 18.72 - - - -

13 Benceno acetaldehido 12.53 - 6.93° 6.19° 3.24% 3.70°
14 Oxido de cis-linalool 12.71 48.07° 34.09° 34.73° 30.05" 31.51°
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15 Oxido de trans-linalool 12.90 21.648" 15.75% 14.81° 12.97% 13.44°
16 1,5,7-octatrien-3-ol, 3,7-dimetil 13.11 - 13.67% 1255 14.67% 13.44*
17 Oxido de nerol 13.67 - 1.52° 1.25° 0.85% 1.51°
18 Oxido de linalool 14.00 - 0.61* 0.62* 0.69* 0.69°

Los resultados se expresan como la media = DE (n=3).
TR=tiempo de retencion.
% | as letras diferentes en la misma fila son diferentes (P<0.05). --No presente.

Acidos grasos presentes en la miel

El anélisis del extracto de hexano de las muestras de miel revelo la presencia de ocho acidos
grasos (Cuadro 5). El &cido hexadecanoico (31.12-49.65 %), el &cido octadecanoico (21.48-
26.86 %) y el acido cis-9-octadecadienoico (14.31-40.04 %) fueron los principales
compuestos encontrados en las diferentes muestras almacenadas.

Cuadro 5: Area relativa (%) de acidos grasos en el extracto de hexano en la miel recién
cosechada (TO-control) y almacenada después de dos afios en diferentes recipientes (T1-T4)

Nombre del compuesto TR (min) TO T1 T2 T3 T4
Acido decanoico 6.42 - 0.47¢ 0.25° 0.22° 0.19%
Acido dodecanoico 8.34 29.72°  1.96° 7.02° 2.27° 1.90?
Acido tetradecanoico 10.49 1.91° 2.07° 1.15° 2.48° 1.19%
Acido 9-hexadecenoico 12.21 - 0.65° 0.75% 0.55% 0.68%
Acido hexadecanoico 12.41 22.27°  43.08° 34.33°  49.65°  31.12°

Acido cis-9,12, Octadecadienoico 13.79 1.412 2.96" 3.24° 3.71° 3.41°
Acido cis-9-octadecadienoico 13.83 15.90°  22.36° 32.23°  14.31*  40.04°
Acido octadecanoico 13.98 28.80°  26.47° 21.44*  26.86°  21.48°
Los resultados se expresan como la media = DE (n=3).
TR= tiempo de retencion.
abed | etras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05). -No presente.

Analisis del contenido de minerales

El contenido de minerales se mantuvo constante durante el almacenamiento, y descendié en
el siguiente orden: K > Mg > Ca > Na > Si, para la miel almacenada en los diferentes
recipientes (Cuadro 6). La concentracion de As, Be, Cd, Mo, Ni, Pb, Sh, Ti, Tl y V fue similar
a la reportada por Villacrés-Granda et al®®. El K (109.36-125.68 mg/100 g PS) y el Mg
(31.60-100.49 mg/100 g PS) se encontraron en concentraciones mas altas en comparacion
con los otros minerales presentes. El potasio fue el mineral mayoritario, representando un
tercio del contenido total y superando al de otros minerales en aproximadamente 10 veces.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para los minerales investigados
en la mayoria de las muestras evaluadas durante el almacenamiento.
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Cuadro 6: Minerales y elementos traza (mg/100 g PS) en la miel recién cosechada (TO-
testigo) y almacenada después de dos afios en diferentes recipientes (T1-T4)

Mineral T0 T1 T2 T3 T4
Al 1.378+0.01* 1.35240.04®°  1.451+0.10* 1.221+0.07*  1.235+0.00°
As - - - - -
B 1.670+0.02°> 1.208+0.03*  1.456+0.10*" 1.765+0.09°  2.089+0.00°
Ba - - - - -
Be - - - - -
Ca 76.090+0.10° 43.172+0.5°  95.441+0.90° 96.662+0.95° 61.210+1.00°
cd - - - - -
Co - - - - -
Cr - - - - -
Cu 0.578+0.07° 0.476+0.03°  0.554+0.03° 0.753+0.02°  0.159+0.012
Fe 0.970+0.08° 0.740+0.02>  1.179+0.09° 0.815+0.03°  0.613+0.062
K 115.90+3.00% 125.686+2.76° 109.97+2.00* 109.361+3.09? 122.840+2.67°
Mg 84.32+1.00° 100.490+1.98° 31.608+1.65% 96.608+1.49° 87.096+1.34°
Mn 0.11+0.00®  0.123+0.00®  0.14+0.00° 0.113+0.00®  0.189+0.00°
Mo - - - - -
Na 28.65+1.02° 35.794+1.17° 20.562+1.07% 26.655+0.45° 21.470+0.98°
Ni - - - - -
Pb - - - - -
Sh - - - - -
Se 4.870+0.98° 4.589+0.76%  4.892+0.49% 4.891+0.29%  5.494+0.572
Si 45.88+1.00° 46.798+1.06% 40.195+0.30% 53.352+0.69% 51.485+0.70°
Sr - - - - -
Ti - - - - -
Tl - - - - -
\V/ - - - - -
Zn 0.678+0.05% 0.814+0.06°  0.972+0.05° 0.349+0.06%  0.995+0.04°

Estos valores son el promedio de tres determinaciones.
3 | etras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05). -: no detectable.

Analisis microbiolodgico

Los resultados mostraron un mayor nimero de microorganismos en las muestras iniciales
para bacterias mesofilas aerdbicas (1.50 x 10> UFC/g) y mohos, y levaduras totales (2.30 x
102 UFC/g), en comparacion con las muestras en los diferentes recipientes almacenados
durante dos afios (Cuadro 7). Los resultados obtenidos para el analisis de microorganismos
para las muestras al inicio del almacenamiento variaron de 0.78 x 10% - 0.98 x 10? UFC/g de
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muestra para aerobios mesofilos y 0.03 x 102- 0.32 x 10?> UFC/g de muestra para mohos y
levaduras.

Cuadro 7: Bacterias mesofilas aerdbicas, mohos y levaduras totales presentes en las
muestras al inicio y después de dos afios de almacenamiento en diferentes recipientes

Cadigo del Recuento de aerobios mesofilos Recuento de mohos y
tratamiento totales levaduras totales
(UFC/g) (UFC/g)

TO 1.50 x 10% 2.30 x 10%

T1 0.89 x 10% 0.32 x 10%

T2 0.98 x 10% 0.15 x 10®

T3 0.95 x 10% 0.08 x 10%

T4 0.78 x 10% 0.03 x 10%

Estos valores son el promedio de cinco determinaciones (n=5).
TO= almacenamiento inicial.
3 |_etras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).

Discusion

La determinacion de las propiedades fisicoquimicas, como la humedad, el pH, la acidez y los
grados Brix, permite evaluar la calidad de la miel. La humedad de la miel favorece el
crecimiento de bacterias y hongos presentes en la miel. El rango de valores de humedad
obtenidos para los diferentes tratamientos fue consistente con los reportados para la miel de
abejas sin aguijon ecuatorianas®®. Se encontr6 que la muestra almacenada en el recipiente
con valvula de retencion de escape mostré una reduccion significativa en el contenido de
humedad en comparacion con el tratamiento inicial, lo que posiblemente se deba a que los
gases producidos por la fermentacion arrastran la humedad presente al espacio de cabeza del
recipiente, impidiendo que la humedad regrese. Al mismo tiempo, los cambios de color en la
miel estan relacionados con su origen botanico, el contenido de minerales, el contenido de
compuestos fendlicos, las propiedades antioxidantes, la temperatura ambiente y el tiempo de
almacenamiento. El cambio en la miel almacenada en el recipiente transparente posiblemente
se deba a que la luz podria afectar los componentes de la miel, como carotenoides y
flavonoides®).

Los valores de pH y la acidez total juegan un papel importante en la calidad de la miel®V,
Los valores de acidez muestran que esta miel almacenada durante 2 afios tiene una acidez
mayor. El aumento del valor de acidez durante el almacenamiento puede estar relacionado
con la fermentacién de la miel y con sus propiedades antimicrobianas, pero también puede
dar lugar a un sabor a vinagre indeseable debido a la produccion de &cido acético. La acidez
de la miel esté relacionada con el contenido de glucosa. La glucosa se convierte por la accion
de la enzima D-glucosa oxidasa en acido gluconico. Este proceso produce peroxido de
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hidrogeno, que es un componente de la accion antimicrobiana de la miel®®. La produccion
de &cidos se produce no solo por accion enzimatica sino también por fermentacion de los
microorganismos presentes en la matriz. El aumento de la acidez también puede estar
asociado con la transformacién de azucares de la miel en alcoholes y luego en acidos
organicos por levaduras osmdfilas. También es necesario considerar que cuando el contenido
de humedad es alto, las bacterias crecen y fermentan los azucares, produciendo compuestos
como el &cido acético que pueden afectar el sabor de la miel?,

Un factor de calidad muy importante en la miel es la concentracion de HMF, ya que es un
indicador de la calidad, frescura y afiejamiento de la miel. En condiciones como el
procesamiento o afiejamiento, influenciadas principalmente por la fluctuacion de la
temperatura, el pH, las condiciones de almacenamiento y el origen floral, pueden ayudar a
que se produzca su presencia®®.

La actividad antioxidante de la miel depende de su origen floral y de las condiciones de
procesamiento y esta estrechamente relacionada con los compuestos quimicos que posee. Los
componentes de la miel — compuestos fendlicos, flavonoides y acidos fendlicos, asi como
clorofila, carotenoides y vitamina C — contribuyen a su actividad antioxidante®, junto con
el hecho de que las propiedades antioxidantes estan relacionadas con su color y el contenido
de humedad.

La actividad antioxidante de la miel se debe, entre otros factores, a la presencia de
compuestos fenolicos, los cuales se producen en las plantas como sistema de proteccion y
son arrastrados en el néctar extraido por las abejas. El analisis UPLC revel6 la presencia de
acido shikimico, acido 4-hidroxibenzoico, &cido 4-hidroxifenilacético y L-fenilalanina, entre
otros. Estos compuestos confieren actividad antioxidante a la miel, ya que poseen electrones
deslocalizados, los cuales causan actividad de eliminacion de radicales libres®®. La actividad
de eliminacion de radicales de los compuestos fenolicos depende principalmente del nimero
y la posicion de los grupos hidroxilo en las moléculas. La presencia de estos compuestos se
explica por el hecho de que el acido shikimico es un precursor de intermediarios metabolicos
aromaticos, dentro de los cuales se encuentran flavonoides como la luteolina®®. La presencia
de estos compuestos fendlicos puede sugerir una posible actividad antiinflamatoria y
antimicrobiana, entre otras propiedades. De acuerdo con el analisis de compuestos fendlicos
totales, la concentracion de la mayoria de los compuestos fendlicos cuantificados disminuy6
en la muestra sometida a tratamiento térmico, en comparacion con el control. Esto ayuda a
explicar la disminucidn de la actividad antioxidante.

La identificacion de compuestos volatiles desempefia un papel crucial en la evaluacion de la
calidad de la miel. Estos compuestos, vinculados al néctar de las flores, al origen geografico
y a la estabilidad general, ofrecen informacion sobre las caracteristicas Gnicas de la miel@V,
Cuando la miel se almacena en varios recipientes, hay un aumento de compuestos volatiles
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durante el dia inicial de almacenamiento. En particular, los ésteres, aldehidos, cetonas y
alcoholes se vuelven predominantes después de 2 afios, lo que contribuye significativamente
al olor y sabor de la miel. La aparicion y el aumento de compuestos volatiles especificos
puede estar relacionado con el proceso de fermentacion, con el tipo de envasado influyendo
en la disponibilidad de oxigeno y en la mejora de la respiracion anaerébica. El contenido de
humedad afecta ain mas la fermentacion, favoreciendo la produccién de alcohol, didxido de
carbono y acido acético, todo influyendo en la concentracion de compuestos volatiles en la
miel®?,

Los acidos grasos libres, similares a los compuestos volatiles, sirven como marcadores
lipidicos que reflejan el origen floral de la miel y pueden ser indicadores cruciales de
autenticidad®. Es probable que los cambios en la concentracion de ciertos compuestos
volatiles en la miel almacenada en recipientes se deban a la permeabilidad del material del
recipiente. Los plasticos, en particular, pueden retener algunos compuestos volatiles, lo que
facilita su transferencia entre la miel y el material del recipiente. Esto implica la adsorcion o
retencion de compuestos volatiles en la miel, lo que provoca cambios en su concentracion.
Ademas, algunos compuestos volatiles pueden perderse o absorberse, lo que afecta el perfil
aromatico de la miel y, en consecuencia, altera su sabor y aroma. Los acidos grasos como el
acido hexadecanoico aumentaron en proporcion, mientras que la proporcion de &cido
dodecanoico disminuyo, y otros como el acido decanoico y el acido 9-hexadecenoico
emergieron durante el almacenamiento. Estos cambios pueden estar relacionados con
variaciones en la actividad del agua y la permeabilidad de los diferentes recipientes utilizados
para el almacenamiento. Otro factor es que la cristalizacion de la miel puede afectar la
movilidad y disponibilidad de los acidos grasos, influyendo en su proporcion.

El contenido de minerales es otro factor de calidad de la miel. El analisis muestra que el tipo
de minerales y su concentracion no varia durante el almacenamiento en los recipientes
evaluados, y fue similar a los reportados por otros autores respecto a otros tipos de miel; en
consistencia con otros reportes, el potasio fue el mineral mas abundante, este es considerado
el mineral cuantitativamente mas importante en la miel, representando alrededor del 50 %
del contenido mineral total. La presencia de Al, Ba, Si y Co se debe principalmente a que
estos minerales estan presentes de forma natural en el medio ambiente, lo que demuestra que
la miel es un muy buen indicador ambiental por lo que refleja el contenido de elementos
toxicos en el agua, el suelo y el aire circundantes®®. La miel puede contribuir a la dieta con
elementos como Mg, Ca y K. Mg y K son micronutrientes importantes para el cuerpo
humano, ya que estan involucrados en muchos procesos fisioldgicos y son esenciales para el
mantenimiento de la funcidon normal de las células y 6rganos, mediante los cuales hacen una
importante contribucion a la salud®?. Estos resultados también son consistentes con los
reportados en un estudio en miel de abejas sin aguijon de Brasil, donde se encontr6 que estos
minerales son los mas importantes cuantitativamente®),
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La miel puede contener microorganismos de diferentes fuentes, como el polen, los tractos
digestivos, el polvo, el aire, el suelo y el néctar, o debido a su manipulacion y procesamiento.
La presencia de estos microorganismos puede afectar la calidad de la miel durante el
almacenamiento, por lo que se realiz6 un analisis del recuento total de microorganismos
aerdbicos y mohos, y levaduras al inicio y al final del almacenamiento en los diferentes
recipientes. Estos valores estuvieron por debajo del limite reportado por otros autores y del
establecido para la miel de Apis mellifera, lo que puede deberse a un manejo adecuado en la
cosecha y a la presencia de compuestos fenolicos, acidos organicos y otros compuestos
bioactivos presentes en la miel que tiene un efecto inhibidor sobre este tipo de
microorganismos. La concentracion de microorganismos aerébicos y mohos y levaduras
totales disminuyd en la miel durante el almacenamiento, lo que es consistente con la
reduccion de la actividad del agua y la humedad. Esto podria atribuirse a diversos factores,
como la cristalizacion del azucar o la evaporacion del agua debido a la permeabilidad del
plastico. La disminucidon de la concentracién de microorganismos es un factor positivo que
asegura la calidad de la miel durante su almacenamiento.

Conclusiones e implicaciones

En este estudio se realiz6 una comparacién entre recipientes de plastico utilizados
comercialmente, ya que el uso de otro tipo de recipientes, como vidrio o metal, son mas
costosos para el productor. El estudio demostré que el almacenamiento de la miel en
recipientes de plastico tradicionales (polietileno de alta densidad y tereftalato de polietileno)
y el uso de ciertas metodologias tradicionales proporcionan diferencias significativas en el
contenido de humedad de la miel durante el almacenamiento, siendo el contenido de
humedad menor en la miel almacenada en el recipiente con valvula de retencion de escape
(T3). También se encontrd que, en general, el almacenamiento durante 2 afios no produce
cambios importantes en las propiedades fisicoguimicas y en el contenido de compuestos
fendlicos, los cuales se asocian con una disminucién de las propiedades antioxidantes y
compuestos volatiles que en conjunto pueden afectar la calidad de la miel. Ademas, el
almacenamiento tuvo un efecto positivo en el analisis microbioldgico de la miel. Finalmente,
la evaluacion de estos parametros sugiere que el tratamiento T3 seria el mas adecuado para
el almacenamiento de la miel ya que presentd un cambio total de color menor a 3, un
parametro de calidad importante para los consumidores.
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Cuadro 1: Propiedades fisicoguimicas de la miel recién cosechada (TO-testigo), almacenada después de dos afios en diferentes
recipientes (T1-T4)

Propiedades

T0 T1 T2 T3 T4
Humedad, gH20/ 100 g m.s. 25.70 + 0.47° 23.23+0.28% 23.40 + 0.09° 20.60 + 1.33? 22.80 + 0.392
Actividad del agua (25 °C) iggg & 0.663+0.0012 0.671 +0.0072 0.667 + 0.0062 0.6759 + 0.0032
L* 18.33+0.37% 20.80 + 1.852 21.67 + 3.592 18.27+ 0.432 25.64 + 2.55°
a* 2.84+0.75%  6.66 = 0.64°¢ 6.27 + 0.87°¢ 5.40 + 0.64° 8.91 +1.82°
b* 5.39+0.23%  7.69 +2.34° 8.41 + 4.58° 4.63 +0.08? 7.26 + 3.45°
Croma 6.11+1.53* 10.17 +2.212 10.49 + 4.222 7.11 + 0.512 10.02 + 3.542
Cambio total de color - 4.81 +0.54° 5.32 + 0.38° 2.69 + 0.45 8.08 + 0.37¢
indice de pardeamiento - 0.38 £ 0.09? 0.42 £ 0.052 0.42 £ 0.032 0.39 £ 0.022
pH 3.66+.05%  3.23+0.05° 3.26 + 0.05% 3.40 + 0.06° 3.43 + 0.05%
Brix (°) 71.66 +0.57%  71.90 + 0.55% 72.03 + 0.552 72.10 + 0.26° 72.76 +0.372
Conductividad electrica, 293.33 320.25+20.00°  293.33%1527°  30333£577°  296.00 +15.16"
mS/cm +11.54
Densidad, g/ml 1.40 +£0.02° 1.36 +0.01% 1.36 + 0.00? 1.36 + 0.022 1.36 + 0.012
Hidroximetilfurfural, mg /kg 4.09 +0.53* 4.33+0.20? 4.00 +0.392 4,23 +£0.22° 4,78 + 0.528
Acidez titulable, meg/kg m.s.  73.66 +0.57% 87.33 + 6.65° 87.33+0.57° 87.33 +2.08° 85.66 + 1.15°

-- No presente.
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Cuadro 3: Compuestos fenolicos (ug/g de extracto seco) de la miel recién cosechada (TO-testigo), almacenada después de dos afios en
diferentes recipientes (T1-T4)

Compuesto fendlico TO T1 T2 T3 T4

Acido galico 126.78 + 10.00? 136.17 +16.20? 137.88+4.912 143.32+ 5.972 135.25+ 8.16%
Acido 4-hidroxibenzoico ~ 2996.87 + 135.76% 2847.66+207.18%  2906.04+118.78%  2934.22+105.08°  2781.36+146.05%
Acido protocatecuico 637.87 + 21.79? 660.19+ 22.55% 666.90+13.40? 648.85+24.072 634.87+34.482
Acido vainilico 654.89 + 38.332 612.57+59.272 645.12+39.072 677.20+29.772 633.24+27.822
Acido gentisico 312.90 + 89.872 312.82+36.072 280.94+29.342 294.31+10.822 541.69+48.62°
Acido 4-hidroxifenilacético 2198 +129.88? 2294.62+115.55°  1702.48+195.65°  2036.27+133.77°  1685.49+103.272
Acido sinapico 1677.33 £87.99°  1677.70+81.08? 1636.52+23.01° 1663.18+57.322 1565.35+80.53?
Acido salicilico 1244.11+ 199.55%  1240.45+409.54*  1053.87+54.18° 1074.40+30.10? 1098.68+32.972
Acido p-anisico 399.97 +29.73° 317.57+26.292 455.27+39.95° 384.97+38.77" 456.20+52.69°
Acido rosmarinico 297.45 + 12.952 275.61+20.762 220.68+58.40? 248.44+16.142 276.69+67.382
Acido 4-cumérico 301.86+ 38.26° 291.65+37.60° 320.81+13.122 323.82+7.572 271.41+53.922
Acido trans-cinamico 139.87 + 9.41° 124.02+7.432 123.18+4.772 122.89+3.74? 127.99+3.83?
Luteolina 289.56 + 29.442 273.83+38.242 325.69+104.802 315.66+45.432 320.41+62.012
Escopoletina 689.85 + 58.332 673.76+72.472 720.55+26.69° 740.75+17.462 619.54+120.492
Acido fertlico 132.63 + 27.822 127.52+21.482 136.69+20.29° 150.77+40.86° 111.18+27.342
Acido cafeico 478.86 + 96.43? 410.22+122.142 570.36+24.02? 590.65+27.562 452.59+120.712
Acido shikimico 36986.87+3999.20% 38200.95+3974.40% 37735.48+2688.39% 38504.90+2817.73* 35511.01+5741.62?
Vainillina 97.45 + 6.982 96.17+5.16% 97.36+16.74 85.01+12.632 98.26+12.832
L-fenilalanina 2930.99 + 120.89% 2934.82+100.09°  2886.78+115.55*  3004.45+130.22%  2917.68+118.89?

Los resultados se expresan como la media = DE (n=3).
3 |_etras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (P<0.05).
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Resumen:

Los pesticidas sintéticos utilizados para combatir las garrapatas pierden su eficacia contra
determinadas especies y pueden afectar la salud humana. En el presente estudio se evalud in
vitro e in vivo el efecto del extracto acuoso de semillas de Pimpinella anisum (P. anisum)
contra Rhipicephalus sanguineus e Ixodes affinis, garrapatas del perro doméstico. En las
evaluaciones in vitro se aplicaron directamente a las garrapatas concentraciones de 1.25, 2.5,
5, 10, 25, 50, 75 y 100 % del extracto acuoso de P. anisum. Las concentraciones que
provocaron mayor efectividad en la inmovilizacién fueron 50%, 75% y 100%, pero esta
ultima provocé una inmovilizacion por mayor tiempo (55.89 + 0.16 min). En la evaluacion
in vivo, el extracto acuoso concentrado se aplicé sobre garrapatas adheridas a la piel de perros
domesticos. Se utiliz6 Amitraz, un garrapaticida comercial, como testigo positivo. Tanto el
extracto acuoso concentrado como el Amitraz provocaron el 100 % del desprendimiento de
garrapatas. Sin embargo, el extracto acuoso concentrado de semillas de P. anisum fue mas
efectivo para reducir el tiempo promedio de desprendimiento de las garrapatas (60.81 £ 3.17
min) en comparacion con el garrapaticida comercial Amitraz (145.12 + 15.97 min). Esta
investigacion sugiere que el p-anisaldehido identificado en el extracto acuoso podria estar
relacionado con la inmovilizacion y desprendimiento de R. sanguineus e I. affinis de los
perros domésticos, lo que sugiere que este extracto podria usarse como biopesticida para
controlar las garrapatas en perros domésticos.

Palabras clave: Biopesticida, garrapatas, inmovilizacion, perros domésticos, in vitro, in vivo

Recibido: 31/10/2022

Aceptado: 26/12/2023

Introduccion

Las garrapatas de la familia Ixodidae son artropodos hematofagos de distribucion mundial,
que parasitan diversas especies de mamiferos, aves y reptiles. Cuando estos ectoparasitos se
alimentan de su hospedero (diversos animales domésticos y silvestres, incluido el humano),
pueden transmitir microorganismos patdgenos como bacterias, virus, protozoarios y
helmintos?),

Las garrapatas son plagas que se consideran econdmicamente perjudiciales en el ganado y en
otras especies de animales, ya que pueden ocasionar cuadros de anemia grave y pérdida de
peso®. Los perros que habitan en zonas rurales y urbanas son hospederos de la especie R.
sanguineus. Estas garrapatas pueden encontrarse en regiones tropicales y subtropicales,
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adaptandose a condiciones intradomiciliarias®®. Ixodes affinis es una especie que también es
comun en perros y gatos en todo el mundo®.

El uso de pesticidas sintéticos ocasiona dafio al medio ambiente y es un peligro para la
salud®?; sin embargo, en los Gltimos afios se han estado buscando alternativas para controlar
las plagas sin contaminar el medio ambiente;, una de ellas es el uso de plantas con
capacidades para el control de insectos o acaros.

El uso de plantas medicinales es una practica que se ha utilizado desde la antiguedad y ha
contribuido al origen de la medicina moderna®. Numerosas plantas medicinales contienen
metabolitos secundarios y pigmentos, entre otros componentes que son toxicos contra varios
microorganismos. Se ha reportado que los fitoquimicos aislados de plantas medicinales son
clave para la generacion de biopesticidas; ademas de ser considerados menos toxicos y de
facil degradacion®19). En los Gltimos afios la aplicacion de extractos y aceites esenciales de
especies vegetales se han convertido en nuevas alternativas como pesticidas amigables con
el medio ambiente, con el proposito de limitar el uso de pesticidas sintéticos en el sector
agricola®b,

Entre las especies de plantas que se usan para el combate de plagas se encuentra Pimpinella
anisum®, comlnmente conocida como anis, anis verde o badiana*®), pertenece a la familia
Umbelliferae actualmente denominada Apiaceae y ha sido utilizada en la medicina
tradicional como carminativo, aromatico, desinfectante y galactogogo. Las semillas de P.
anisum, presentan actividad antimicrobiana, antifingica, antiviral, antioxidante,
anticonvulsiva, relajante muscular, analgésico, efecto hipoglucémico®®, también se ha
reportado que tiene actividad insecticida®®. El aceite esencial de las semillas de esta especie
vegetal, ha demostrado tener un efecto letal contra Tribulium castaneum?, actividad
repelente contra adultos de Culex pipiens®® y es toxico contra Daphnia magna*”. Estudios
recientes demostraron que el aceite de las semillas de P. anisum presenta actividad acaricida
contra Tetranychus urticae™®; en cuanto el extracto acuoso y metanolico presentan actividad
antimicrobiana contra Candida albicans®® y Escherichia coli®?, respectivamente. En las
semillas de P. anisum se han identificado compuestos como el trans-anetole, metil chavicol,
anisaldehido, estragol, y y-hymachalen®, y en el aceite esencial se ha identificado p-
anisaldehido™¥, este es un compuesto que ocasiona efectos de inmovilizacion, repelencia y
mortalidad en insectos como Haematobia irritans irritans (L.) y Musca domestica L. y la
respuesta de su aplicacion depende del estado de desarrollo en estos insectos®?22% | De
acuerdo con los antecedentes y efectos causados por la especie P. anisum en contra de otros
insectos, el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto del extracto acuoso de semillas de P.
anisum contra garrapatas que atacan comunmente a los perros domesticos, con el fin de
disminuir el uso de insecticidas sintéticos no amigables con el medio ambiente.
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Material y métodos

Material biol6gico

Las semillas de P. anisum se obtuvieron de la casa comercial Granosy semillas Yael, ubicada
enlacalle 52 No. 540y 67, Centro, Mérida, Yucatan, las cuales se encontraban deshidratadas.

Preparacion del extracto acuoso de semillas de P. anisum

El extracto acuoso de semillas de P. anisum concentrado, se obtuvo a partir de 50 g de
semillas, las cuales se trituraron en un molino manual (marca Del Rey) para obtener
particulas de 1.5 mm de diametro en promedio. Se realiz6 la decoccién de las semillas
utilizando 12.5 g en 1 L de H20 purificada (marca Bonafont®) a 90 °C. El tiempo de coccion
fue de 20 min. Finalmente, el extracto acuoso obtenido se mantuvo en frascos de color &mbar
y se conservé bajo condiciones de refrigeracion a 4 °C hasta su uso. Posteriormente el
extracto acuoso concentrado se diluyé con H20 purificada (Bonafont®) preparandose
concentraciones de 1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75 % y el extracto acuoso concentrado 100 %. Se
utilizd como testigo negativo el H20 purificada y para el testigo positivo se empled el
compuesto comercial Combatick® (12.5% de Amitraz), solucion insecticida y acaricida, el
cual se prepard y aplico de acuerdo con las indicaciones de la etiqueta del producto (2 ml de
la solucién por 1 L de H20).

Bioensayo de toxicidad

Para determinar la toxicidad del extracto acuoso de semillas P. anisum, se realizo el ensayo
de toxicidad en Artemia salina (White Mountain, Great Salt Lake, Utah, USA), los quistes
se incubaron en agua de mar filtrada por 24 h, a una temperatura de 29 + 4 °C, con aireacion
constante®®,

Los bioensayos se realizaron en placas de 24 pozos. Por dilucién serial se prepararon cuatro
concentraciones (0.0005, 0.05, 5, 500 mg/ml) del extracto acuoso de semillas de P. anisum.
En cada pozo se colocaron 10 nauplios de A. salina. Como control negativo se us6é H20 de
mar filtrada sin extracto. Todos los tratamientos se analizaron por quintuplicado. Las placas
se incubaron a 29 * 4 °C por 24 h; después de este tiempo se observaron bajo microscopio
estereoscopico (SMZ800, Nikon) y se contd el nimero de nauplios vivos. Se consideré la
mortalidad cuando después de 10 seg no se observd ningun movimiento. Se calculé el
porcentaje de mortalidad y la dosis letal media (LCso). Para considerar si el extracto vegetal
es toxico se siguieron los criterios de toxicidad propuesto por Clarkson et al®®: no toxico
cuando LCso >1,000 pg/ml, toxicidad baja 500 < LCso <1,000 pg/ml, toxicidad moderada
100 < LCsp <500 pg/ml, y altamente toxico 0 < LCso <100 pg/ml.
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Recoleccidn de garrapatas en perros domeésticos

Fueron recolectadas 270 garrapatas adultas en 10 perros domesticos de distintas razas, edades
y sexo, infestados naturalmente y provenientes de los municipios de Ticul (20°23'43"N,
89°32'02"0) y Oxkutzcab (20°18'10"N 89°25'06"0), Yucatan, México; estos animales no
recibieron tratamiento previo. Las garrapatas se colocaron en frascos de vidrio con tapa
perforada y conservadas en el laboratorio a 29 £ 4 °C por 24 h.

Evaluacién in vitro en garrapatas

Para la evaluacidon de toxicidad in vitro se utilizo el extracto acuoso concentrado de semillas
de P. anisum y siete diluciones de este mismo extracto (1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75%) y H20
purificada como testigo negativo. Para cada uno de los tratamientos se utilizaron 30
garrapatas y una cantidad de 0.5 ml de la solucién aplicAndola por atomizacion sobre las
garrapatas. Después de 30 min, el porcentaje de garrapatas inmovilizadas (% 1) se calcul6
usando la formula:

% 1= (Ni/N7) X 100

Donde: % I= porcentaje de garrapatas inmovilizadas; Ni= nUmero de garrapatas
inmovilizadas; Nt= total de garrapatas tratadas.

Evaluacion in vivo en perros domésticos

Para la evaluacion del efecto del extracto acuoso de semillas de P. anisum sobre garrapatas
en perros domésticos, se utilizé el extracto concentrado. Para este ensayo, el testigo positivo
fue el Amitraz, el cual es un acaricida e insecticida comercial y como testigo negativo se
empled agua purificada de la marca Bonafont®. Para la evaluacién se incluyeron 12 perros
domésticos de diferentes razas, sexo y edades que presentaban problemas de presencia de
garrapatas en su cuerpo y se dividieron en tres grupos de cuatro ejemplares caninos cada uno,
para la aplicacion del producto a evaluar, y el conteo del nimero de garrapatas presente en
cada individuo (Cuadros 1, 2 y 3). Para cada perro se utilizé un volumen de 0.5 ml de extracto
concentrado de P. anisum y fue aplicado en la oreja izquierda, cola, axilas y en el lomo del
animal donde estaban las garrapatas. EI Amitraz se aplicé de acuerdo con las indicaciones
del productor comercial. Para determinar el tiempo que tardé cada tratamiento en desprender
las garrapatas, se espero hasta que la Gltima garrapata se desprendid por zona de aplicacion.
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Cuadro 1: Razas de perros infestados de garrapatas en diferentes zonas, tratados con el
testigo negativo (H20 purificada)

Numero de garrapatas por zona

Oreja Cola Axilas Lomo gzzizgztas
Raza izquierda
Chihuahua 6 12 5 12 35
Bichon maltés 5 15 11 11 42
Pastor alemén 5 15 11 11 42
Xf;zfo (raza, 5 7 12 3 35

Cuadro 2: Razas de perros infestados de garrapatas en diferentes zonas, tratados con
extracto acuoso concentrado de P. anisum

Numero de garrapatas por zona

Oreja Cola Axilas Lomo ;;)lt'::lg;tas
Raza izquierda
Chihuahua 7 6 11 7 31
Bichon maltés 15 15 12 7 49
Pastor aleméan 7 7 8 9 31
Mestizo (raza 5 16 15 5 41

mixta)

Cuadro 3: Razas de perros infestados de garrapatas en diferentes zonas, tratados con el
testigo positivo (Amitraz)

Numero de garrapatas por zona

Oreja Cola Axilas Lomo ?grz::lg;tas
Raza izquierda
Chihuahua 10 6 7 8 31
Bichén maltés 13 5 14 11 43
Pastor aleméan 7 7 8 9 31
Mestizo (raza 5 16 15 5 41

mixta)
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Identificacion de la especie de garrapatas en perros domésticos

La identificacion de las 100 garrapatas seleccionadas al azar, tratadas en el laboratorio, asi
como las que se desprendieron de los perros domésticos después de la aplicacion del extracto
acuoso y del Amitraz, fue mediante caracteristicas morfoldgicas, la forma del hipostoma,
capitulo y pedipalpo de cada uno de los ectoparésitos. Las garrapatas se colocaron en una
solucion de etanol al 70 % durante 8 min, tiempo en el cual las garrapatas permanecieron sin
movimiento. Posteriormente se observaron con un microscopio estereoscopico (Stemi 305,
Zeiss). La identificacion de la especie se realizé tomando como referencia las imagenes de
garrapatas publicadas por Lord CC®?® y Solis Hernandez®".

Identificacidn de p-anisaldehido en el extracto acuoso de P. anisum

Para determinar la presencia de p-anisaldehido, se utilizaron 5 ml del extracto concentrado,
el cual se filtro a través de membranas de nylon de 0.22 uM (Thermo Scientific Cat. No. 726-
2520). Posteriormente la solucion se congel6 en un ultracongelador por 3 h (Thermo Fisher
Scientific Inc., Model-TSX400D, No 144DTOBO01A) vy liofilizada (LABCONCO-No cat
77540-00) por 24 h. El producto liofilizado fue resuspendido en 5 ml MeOH (TEDIA-
MS1922-001), agitado (Vortex-genie -Serial No G-560) y centrifugado nuevamente por 5
min (Galaxy mini centrifuge — Serial No 1204), obteniendo el sobrenadante. Para el analisis
de la muestra se inyectaron 2 pl del sobrenadante en un cromatdgrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas (Agilent 7890A, Wilmington, Delaware USA), equipado con un
detector de ionizacion de llama de hidrogeno para la identificacion de compuestos. La
separacion de compuestos se realizo con una columna HP5MS (Agilent Technologies, 30 m
x 0.250 mm, 0.25 um, Cat. No. 190915-435, USA). La temperatura del inyector se ajusto a
250 °Cy la temperatura inicial del horno fue de 70 °C durante 3 min, aumentando a 5 °C/min
a 250 °C.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los tratamientos in vitro e in vivo se analizaron con ANOVA de una
via con la prueba de Holm-Sidak mediante el programa de Sigma Plot version 12.

Resultados

Bioensayo de toxicidad
Los resultados de toxicidad del extracto acuoso de semillas de P. anisum mostraron que a

una concentracién de 500 mg/ml se obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad (14.3 %),
mientras que con las otras concentraciones no se observé mortalidad (Cuadro 4). La dosis
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letal media (LCso) fue de 4645 pg/ml. Con los resultados de toxicidad y LCso obtenidos y de
acuerdo con los criterios de toxicidad propuesto por Clarkson et al®, se considera que el
extracto acuoso de semillas de P. anisum es no toxico para su uso en caninos.

Cuadro 4: Porcentaje de mortalidad de Artemia salina en presencia del extracto acuoso de
semillas de P. anisum

Concentracion (mg/ml) Mortalidad (%)
Testigo 0.0

0.0005 2.0

0.05 0.0

5 0.0

500 14.3

Efecto inmovilizador del extracto acuoso de semillas de P. anisum in vitro

En el tratamiento in vitro se realizo la aplicacion por aspersion del extracto acuoso de semillas
de P. anisum sobre las garrapatas observandose después de 30 min que la concentracion de
1.25 % del extracto acuoso no ocasioné efecto sobre la movilidad de las garrapatas. En la
concentracion de 2.5 % se observé un porcentaje de inmovilizacion de 16.7 £ 5.8. En las
concentraciones mayores el porcentaje de inmovilizacién aumento significativamente, con el
25 % se inmovilizaron mas del 96 % del total de garrapatas evaluadas y con las
concentraciones de 50, 75y 100 % de extracto se logro inmovilizar el 100 % de las garrapatas
tratadas, sin observarse diferencia significativa en los ultimos cuatro tratamientos (Cuadro
5).

El tiempo promedio de inmovilizacion de las garrapatas fue diferente de acuerdo a cada
concentracion del extracto acuoso de las semillas de P. anisum. Observandose que el extracto
acuoso al 2.5 % ocasiond que las garrapatas permanecieran sin moverse 3.00 = 0.04 min, con
10 % del extracto acuoso el tiempo fue de 14.9 £ 0.21 min; con 50 % el tiempo de
inmovilizacion fue de 45.14 + 0.07 min. El extracto concentrado 100 %, ocasiond que las
garrapatas permanecieran sin moverse por mas de 50 min (55.89 + 0.16 min). El tiempo de
inmovilizacion fue estadisticamente diferente entre cada tratamiento (Cuadro 5).
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Cuadro 5: Porcentaje de garrapatas inmovilizadas y tiempo de inmovilizacion ocasionado
por efecto del extracto acuoso de semillas de P. anisum bajo condiciones in vitro

Concentracion del extracto Garrapatas Tiempo de
acuoso (%) inmovilizadas (%) inmovilizacion (min)
0 02 02
1.25 0? 02
2.5 16.7+5.8" 3+0.04°
5 43.3+5.8° 10.07+0.13°
10 60+004 14.9+0.21¢
25 96.745.8° 28.07+0.07¢
50 100+00° 45.14+0.07°
75 100+00° 50.14+0.079
100 100+00° 55.89+0.16"
abed | etras diferentes, colocadas como superindice, indican diferencias significativas. ANOVA de una via
(P<0.005).

Efecto in vivo del extracto acuoso de semillas de P. anisum sobre
garrapatas adheridas a perros domésticos

Con la finalidad de demostrar el efecto de las semillas de P. anisum sobre garrapatas
adheridas a perros domésticos, se evalud el extracto acuoso concentrado, el cual bajo
condiciones in vitro ocasiond que las garrapatas quedaran inmovilizadas por mas tiempo a
diferencia de las diluciones (1.25, 2.5, 5, 10, 25,50 y 75 %).

En la comparacion de los efectos del control negativo H20 purificada (Bonafont®), el extracto
acuoso de semillas de P, anisum y el Amitraz como control positivo, se demostro que el agua
purificada no desprendid las garrapatas de la piel de los perros domésticos; mientras que el
extracto acuoso de semillas de P. anisum ocasiond que todas las garrapatas se desprendieran
en un tiempo promedio de 60.81 + 3.17 min, mientras que el Amitraz requiri6 de 145.12 +
15.97 min, observandose que el tiempo promedio de inmovilizacién de las garrapatas de estos
tratamientos fue estadisticamente diferente (Cuadro 6). Después del desprendimiento de las
garrapatas de los perros domésticos; el extracto acuoso concentrado mantuvo el efecto de
inmovilizacion de éstas en el suelo durante 14.625 £+ 1.36 min. Mientras que el Amitraz lo
hizo por 44.93 + 2.38 min (Cuadro 7); observandose diferencia significativa en el tiempo de
inmovilizacion de las garrapatas en el suelo.
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Cuadro 6: Efecto del extracto acuoso de semillas de P. anisum sobre el tiempo de
desprendimiento de garrapatas adheridas a perros domésticos

Garrapatas desprendidas Tiempo de desprendimiento del

Tratamientos (%) total de garrapatas (min)
Agua purificada 0 0
Extracto acuoso (100%) 100+00 60.813 +3.17"
Amitraz 100+00 145.125 £ 15.97"
a | etras diferentes, colocadas como superindice, indican diferencias significativas. ANOVA de una via
(P<0.005).

Cuadro 7: Tiempo de inmovilizacion de las garrapatas después del desprendimiento en los
perros domésticos, por efecto del extracto acuoso de semillas de P. anisum

Tiempo promedio de inmovilizacion del total de

Tratamientos garrapatas (min)
Agua purificada 0
Extracto acuoso (100%) 14.625 + 1.362
Amitraz 44.938 + 2.38°
a | etras diferentes, colocadas como superindice, indican diferencias significativas. ANOVA de una via
(P<0.005).

Morfologia de garrapatas evaluadas

Los anélisis morfoldgicos sugieren que las garrapatas que se inmovilizaron in vitro, asi como
las que se desprendieron de los perros domésticos al aplicarles el extracto acuoso de P.
anisum y el Amitraz, varian en forma y tamafo del hipostoma, pedipalpo, la forma del
capitulo y color. En todas las garrapatas que se evaluaron se contabilizaron cuatro pares de
patas, observandose el 80 % de R. sanguineus y el 20 % 1. affinis.

Identificacién de compuestos del extracto acuoso de semillas de P. anisum

Se identificaron nueve compuestos en el extracto acuoso de semillas de P. anisum, p-
anisaldehido (4-metoxi benzaldehido), &cido butanoico, benzil alcohol y falcarinol
(compuestos con actividad antimicrobiana), fenol (propiedad antioxidante), 2-miristinoil
panteteine (compuesto aromatizante), paromomicin (propiedad antileishmaniasis), acido 10-
heptadecen-8-noico, metil ester, (E)- y d-mannosa (actividad antiinflamatoria) (Cuadro 8).
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Cuadro 8: Compuestos identificados en el extracto acuoso de semillas de P. anisum
mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

N Nombre del compuesto Formula (o;e)a Actividad biologica reportada
(6]
Efecto inmovilizador y
1 4-metoxi benzaldehido ~ CsHsO2 0.55 repelente®!?22%)
Actividad antifungica®®
2 Acido butanoico CaHgO2 6.31  Actividad antibacterial®®
3 fenol CeHsO 0.96  Propiedad antioxidante®®
4 Paromomicin C23H4sNs014  0.04 Tratamlent(_) d;f Leishmania
amazonensis®V
5 2-miristinoil panteteine  C2sHaN20sS  0.02  Propiedad sensorial ®?
6 Inhibe la reproduccion de f-
Benzil alcohol CsH1002 2.62  hemolitica  Streptococcus 'y
Proteus spp®?
7  Falcarinol C17H240 0.49  Actividad antimicrobacterial®¥
Acido 10-h n-8- . _
8 Acido 10-heptadecen-8 C1sH3002 0.03  Antiinflamatorio®®
noico, metil ester, (E)-
9 d-Mannosa CoH1206 0.02  Antiinflamatorio®©®
Discusion

En la evaluacion del extracto acuoso de semillas de P. anisum bajo condiciones in vitro, se
observo como principal efecto la inmovilizacion de las garrapatas en los perros domeésticos.
El porcentaje de garrapatas que se inmoviliza y la duracion del efecto, dependio del
incremento en las concentraciones del extracto acuoso de semillas de P. anisum. El efecto de
desprendimiento y de inmovilizacion de las garrapatas al aplicarse el extracto concentrado
de P. anisum podria deberse al compuesto identificado como p-anisaldehido (4-metoxi
benzaldehido).

Asi mismo, se demostro que la correlacion que existe entre el extracto acuoso y su efecto en
este estudio concuerda con resultados publicados, Showler y Harlien®Y, donde evaluaron la
actividad del p-anisaldehido en polvo al 98 % de pureza marca sigma, observando que al
incrementar la concentracion de 0.125 a 2.5 % de este producto, aumentaba el numero de
adultos inmovilizados de Haematobia irritans irritans (L). Showler y Harlien®?2® reportaron
que el p-anisaldehido presenta efectos letales y repelentes sobre Musca doméstica. También
se ha demostrado que el incremento de la concentracion del p-anisaldehido en polvo, causa
mayor mortalidad de larvas de Amblyomma americanum; sin embargo, el efecto que generd
fue de acuerdo con la técnica de aplicacion®”. Considerando estos antecedentes, en el
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presente estudio se sugiere que el efecto de inmovilizacion de las garrapatas pudiera ser por
la presencia de p-anisaldehido en el extracto acuoso de semillas de P. anisum, el cual mientras
menos concentrado esté, disminuye la duracion de su efecto de inmovilizacion.

Cuando el extracto acuoso se aplico sobre garrapatas adheridas a perros domésticos, ocasiond
que éstas se desprendieran, lo cual sugiere que el extracto acuoso de semillas de P. anisum,
genera inmovilizacion; este efecto ocasiona que las garrapatas se desprendan de la piel de los
perros domésticos, al igual que el Amitraz (testigo positivo en este estudio). EI Amitraz es
un producto ampliamente utilizado para el tratamiento de garrapatas en animales domésticos,
desafortunadamente el uso extensivo de este producto ha ocasionado que ciertas especies de
garrapatas como la Rhipicephalus microplus se vuelva resistente®®, ademas es un producto
que puede causar envenenamiento por inhalacion y por contacto dérmico®®),

En esta investigacion se encontrd bajo las condiciones aplicadas, que el extracto acuoso de
semillas de P. anisum desprende las garrapatas adultas de la piel de los perros domésticos al
100 %, teniendo efectos similares al producto comercial Amitraz. Esto significa que el efecto
que genere este extracto pudiera relacionarse con la concentracion que se utilice, o la técnica
de aplicacion.

Igualmente, se encontrd que el extracto acuoso de semillas de P. anisum formulado con 50 g
de semillas por litro de agua purificada, no es toxico para el que lo aplica de acuerdo con los
estudios realizados con A. salina y con el criterio de Clarkson et al®®; ademas, el extracto
acuoso de semillas no ocasiond irritacion o enrojecimiento de la piel de los perros
domeésticos.

De acuerdo con los analisis morfologicos, las garrapatas con cuerpo alargado, de color café,
con el hipostoma y pedipalpo cortos, asi como la forma hexagonal de su capitulo pertenecen
a la especie de R. sanguineus, las cuales son caracteristicas que coinciden con datos
publicados por Lord CC®?®. Mientras que las garrapatas con cuerpo redondo, con hipostoma
y pedipalpo largos, asi como la forma triangular de su capitulo y escudo dorsal, indican que
pertenecen al género Ixodes o a la especie de I. affinis, datos caracteristicos que coincide con
ejemplares de 1. affinis publicados por Solis-Hernandez et al®®”,

Aun cuando el extracto oleoso se ha utilizado en algunas publicaciones, esto no limita el
evaluar el uso del extracto acuoso de semillas de P. anisum como una alternativa sustentable
y economica. El propdsito de esta investigacion fue demostrar que el extracto acuoso de
semillas de P. anisum también puede funcionar para el tratamiento contra garrapatas, ademas
de que se prepara de forma sencilla y a menor costo, que extraer el aceite esencial de las
semillas.

En este trabajo se observé que el extracto acuoso de semillas de P. anisum tiene potencial
como uso comercial para el control de garrapatas, ademas es asequible para consumidores de
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tipo domeéstico. Este estudio es de los primeros que se publican en donde se evalla el extracto
acuoso de semillas de Pimpinella anisum.

Conclusiones e implicaciones

El extracto acuoso de semillas de P. anisum puede ser una alternativa sustentable para el
tratamiento de garrapatas de perros domésticos; este extracto ha demostrado un tiempo de
desprendimiento mas eficaz que el Amitraz, ademas de tener un efecto de desprendimiento
del 100 % de los ectoparasitos de la piel de los perros domésticos y los mantiene
inmovilizados por un determinado tiempo, aunque mas corto que el Amitraz. Se demostrd
que la cantidad de semillas utilizada por litro de agua para la produccion del extracto acuoso
hace que éste no sea toxico. Ademas, este extracto no ocasiond irritacion en la zona de
aplicacion. Se espera que los resultados de esta investigacion aporten las bases para realizar
futuras investigaciones sobre el extracto acuoso elaborado a partir de las semillas de
Pimpinella anisum y sea aplicado a otras plagas que aquejan a los seres vivos.
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Resumen:

La identificacion de flora melifera (FM) en las areas donde se establecen apiarios es necesaria
para los apicultores, debido a que las abejas (Apis mellifera) dependen de estos recursos
florales para su alimentacién y produccion de miel. El objetivo del estudio fue analizar los
aspectos socio-ecologicos de la apicultura, considerando los conocimientos de la flora
melifera de los productores en la Costa Chica de Guerrero (CCG), México. Se realiz6 un
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muestreo no probabilistico por conveniencia. La muestra final fue de 75 apicultores
encuestados. Para el analisis de los datos se utiliz6 estadistica descriptiva y tablas cruzadas;
se realizaron recolectas botanicas para identificar las especies citadas. La apicultura es
tradicional (5-50 colmenas), la edad promedio fue 48 afios, con 10 afios de escolaridad y 12
afios de experiencia. Los productores mencionaron 33 especies de FM (26 nativas y siete
cultivadas), pertenecientes a 16 familias botanicas. Ademas, por su uso, las clasificaron en
nectapoliniferas (14 especies), poliniferas (10) y nectariferas (9). Se registré que las especies
nativas florecen durante el invierno (herbaceas) y primavera (arboles), lo que coincide con la
época de cosecha de miel, mientras que las especies cultivadas florecen en épocas de lluvias
(verano) y son un recurso importante en épocas de postcosecha. Los apicultores de la CCG
registraron bajo conocimiento de la vegetacion circundante a sus apiarios, pero tienen un alto
conocimiento de las principales especies de FM, encontrandose que, a mayor edad, mayor
conocimiento sobre las especies de FM que las abejas utilizan en su alimentacion (néctar o
polen).

Palabras clave: Apicultor, Recursos florales, Conocimiento tradicional, Vegetacion.

Recibido: 18/07/2023

Aceptado: 09/12/2023

Introduccion

La apicultura es una actividad que se vincula directamente con el manejo sostenible de los
recursos naturales, debido a que los productores dependen de &reas con flora nativa o
introducida para instalar sus colmenas y asi, las abejas cuenten con fuentes de alimento
(néctar o polen) para la produccion de miel*?, Esta actividad es compatible con la
conservacion de la biodiversidad y con los cultivos tradicionales circundantes, ya que
contribuyen a la polinizacion y a la soberania alimentaria®. La apicultura como actividad,
requiere de poca inversion y provee un ingreso importante para la estabilidad econémica de
los productores en las comunidades rurales donde se practica®.

En México, la apicultura es una actividad pecuaria que influye en aspectos socioeconémicos
y ecoldgicos debido a que genera importantes divisas®. El pais ocupa el noveno lugar en el
ambito mundial por su volumen de produccién, y el décimo primer lugar en nimero de
colmenas; a nivel continental se sitia en el tercer lugar en ambos rubros®. A pesar de
encontrarse entre los principales productores de miel en el mundo, México presenta una
tendencia a la baja en volumen de miel e inventarios de colmenas desde hace dos décadas(”.
Este declive en la produccion se debe a multiples factores, como plagas y enfermedades
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(varroasis, loques, pequefio escarabajo de la colmena), problemas técnicos-sociales (falta de
capacitacion y organizacion, intermediarismo y competencia en el mercado internacional) y
ecologicas (variaciones en la fenologia y sincronizacion floral)®. Estos obstaculos han
ocasionado inestabilidad en el sector apicola mexicano, principalmente en las regiones
apicolas del pais (Norte, Altiplano, Pacifico, Golfo y Peninsula de Yucatan)®.

En Guerrero, la apicultura se ve favorecida por su ubicacion geogréfica, diversidad de climas
y recursos naturales. La entidad se encuentra ubicada en dos regiones apicolas (Altiplano y
Pacifico), lo que deriva en un alto potencial de produccion de miel para las siete regiones del
estado (Acapulco, Costa Chica, Costa Grande, Centro, La Montafia, Norte y Tierra
Caliente)®. En 2021, Guerrero se ubicé como el décimo primer productor de miel a nivel
pais, con 2,081 t; se ha registrado un declive en su produccion durante los ultimos afios(”,
debido a la deforestacion, cambio de uso de suelo e inseguridad, que limita el desarrolla de
esta actividad?, La Costa Chica de Guerrero es la principal region productora de miel a
nivel estatal, ya que cuenta con una cobertura mas extensa de vegetacion en selvas bajas y
medianas tropicales, en donde la oferta de recursos florales es constante, que las demas
regiones; por lo que sigue siendo necesario ampliar el conocimiento relativo a la flora
melifera (FM). Esta informacidn puede ser util para conocer las especies vegetales de mayor
importancia para la apicultura, mantener a las colonias establecidas e incrementar su
desarrollo®?,

Para evaluar los conocimientos, experiencias y saberes que generan los apicultores de un &rea
especifica sobre la vegetacion, diversidad de FM con sus periodos floracion y con utilidad
alimenticia (polen y néctar) para las abejas, es necesario contar con las observaciones de los
productores, informacion que es recabada y validada a través de entrevistas, cuestionarios o
estudios de campo, lo que permite conocer la flora de interés para la produccion de miel?,
Por tal razon, el objetivo del estudio fue analizar los aspectos socio-ecologicos de la actividad
apicola, con base en los saberes de la FM de los productores de la Costa Chica de Guerrero
(CCG), México, para contar con informacion actualizada sobre el panorama de la actividad
apicola en esta region.

Material y métodos

La region de la CCG estd conformada por 15 municipios: Ayutla de los Libres, Azoyd,
Copala, Cuautepec, Cuajinicuilapa, Florencio Villarreal, Igualapa, Juchitan, Marquelia,
Ometepec, San Luis Acatlan, San Marcos, Tecoanapa, Tlacoachistlahuaca y Xochistlahuaca;
la CCG limita al norte con las regiones de La Montafia y Region Centro, al sur con el Océano
Pacifico, al oriente con el estado de Oaxaca (Costa Chica de Oaxaca) y al poniente con la
region de Acapulco® (Figura 1).
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Figura 1: Municipios donde se realizaron las entrevistas a los apicultores en la Costa Chica
de Guerrero, México
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Igualapa, 8= Juchitan, 9= Marquelia, 10= Ometepec, 11= San Luis Acatlan, 12= San Marcos, 13= Tecoanapa,
14= Tlacoachistlahuaca, 15= Xochistlahuaca.

La CCG posee un clima predominantemente calido-subhimedo, con temperatura que oscila
entre 20 y 29 °C, con precipitaciones de 1,100 a 2,200 mm de junio a octubre; cuenta con
cuerpos de agua abundantes, entre rios y arroyos, la topografia varia entre terrenos cerriles
ubicados en los municipios de San Luis Acatlan y Ometepec hasta planos o semiplanos en el
municipio de Marquelia; la vegetacion se compone de una tercera parte de selvas baja y
mediana caducifolia, y de bosques de pino y encino en las zonas cercanas a la region
Montafia®?,

Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia®, donde los individuos se
seleccionaron por su disposicion para proporcionar informacién detallada del conocimiento
y percepcién que tienen los apicultores sobre FM en la CCG. Para recopilar la informacion,
se disefid un cuestionario y se aplicd una encuesta, durante las reuniones de las cooperativas
y asociaciones de apicultores. La muestra final fue de 75 apicultores encuestados en el
periodo de enero a diciembre de 2021.

El cuestionario estuvo integrado por dos apartados: I) Datos generales del apicultor (edad,
escolaridad, tiempo en esta actividad y ocupacion principal) y de su unidad apicola (tenencia
de la tierra, trashumancia). I1) Conocimientos ecoldgicos de la flora de la regién (adquisicion
del conocimiento de la FM, reforestacion, tipos de vegetacion del area circundante a los
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apiarios, principales especies cercanas a su apiario y la aportacion de néctar y polen de la FM
de la region), para determinar el conocimiento de la flora, se les pregunté del total (100 %)
de las plantas de su region, qué porcentaje considera conocer.

Para identificar la FM citada por los apicultores, se realizaron diez recorridos aleatorios en
selvas bajas y medianas tropicales del area de estudio, guiados por un apicultor clave. La
identificacion de las especies se basé en un analisis conjunto entre investigadores y
apicultores e investigacion documental disponible para el area®*516), Las especies que no se
lograron identificar en campo, se colectaron segun la técnica descrita®”, y fueron enviadas
al herbario Maria Agustina Batalla, de la Facultad de Ciencias (FCME), de la Universidad
Auténoma Nacional de México, para su identificacion.

Analisis de datos

Para el analisis de los datos se emple6 estadistica descriptiva y la informacién se procesé
mediante el Software estadistico SPSS, version 19. Se realizo el analisis de frecuencias y
tablas cruzadas®® para comparar las medias de los indicadores entre las dos secciones de la
encuesta, y determinar si existe 0 no, una relacion entre las variables sociales con las
ecologicas. Se utilizé la prueba de Ji cuadrada para detectar asociacion entre la variable de
edad y conocimiento de la vegetacion, experiencia y tenencia de la tierra con reforestacion.
Se clasificaron a los apicultores en tres categorias, de acuerdo con el nimero de colmenas
que poseen: 1) tradicional de 10 a 50 colmenas, 2) semitecnificados de 51 a 200 colmenas y
3) tecnificados > 200 colmenas.

Resultados

Caracteristicas generales del apicultor

La edad promedio de los apicultores fue de 48 afios, con una experiencia promedio de 12
afios en la apicultura (Cuadro 1), y una escolaridad de 10 afios. De acuerdo con la
clasificacion, la apicultura tradicional tuvo un mayor nimero de apicultores (58.7 %),
semitecnificados (45.3 %) y los tecnificados (4 %), ademas estos Ultimos poseen mas
experiencia (17) y edad (59) en afios respectivamente.
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Cuadro 1: Principales caracteristicas sociodemogréaficas de los apicultores

Tipo de Experiencia Edad Escolaridad
apicultor (afos) (afos)

Bésica Media-  Superior Total

superior

Tradicional 9+1.02 43+11 18 13 7 38
Semitecnificado | 15+ 1.44 53+1.31 20 9 5 34
Tecnificado 17+2.01 50+£6.1 2 0 1 3
Promedio 12 48 - - - -
NUmero de - - 40 22 13 75
apicultores
% Total 53.4 29.3 17.3 100

El 56 % de los apicultores comentaron que sus apiarios se encuentran en terrenos donde la
propiedad legal les pertenece y el 44 % restante indicaron que sus apiarios se ubican en
terrenos prestados o rentados (Cuadro 2). Los apicultores tecnificados (4 %) al poseer méas
de 200 colmenas tienen la necesidad de rentar tierras para el establecimiento de sus apiarios,
por lo que en su mayoria practican la apicultura trashumante, la cual esta poco arraigada a
esta region, tan solo el 12 % de los apicultores la practica, por lo general moviéndola a las
zonas de la Montana.

Cuadro 2: Actividades econdmicas de los apicultores y tenencia de los apiarios

T'PO de Tenencia del terreno  Actividad principal
apicultor

Rentado  Privado  Apicultor Agropecuario Asalariado
Tradicional 19 19 10 11 17
Semitecnificado | 13 21 6 20 8
Tecnificado 1 2 0 2 1
Numero de 33 42 16 33 26
apicultores
% Total 44.0 56.0 21.3 44.0 34.7

Con respecto a la actividad principal de los apicultores, se observo que el 21.3 % se dedica
exclusivamente a la apicultura, por lo que resulta que la apicultura es una actividad
complementaria con otros rubros de trabajo de campo agropecuario. No obstante, los
apicultores tecnificados, se consideraron empresarios, ya que le dan valor agregado a la
apicultura y diversifican sus actividades econdémicas
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Flora melifera

Los apicultores identificaron 31 especies de FM, compuestas por 16 familias botanicas, de
las cuales Fabaceae tuvo el mayor numero de especies (14), seguida de Boraginaceae y
Malpighiaceae, con dos respectivamente, las otras 13 familias solo tuvieron una especie; dos
especies no lograron ser identificadas (Cuadro 3).

De acuerdo con el conocimiento de los apicultores, 14 especies son consideradas nectariferas,
11 producen néctar y polen y 8 polen, de las cuales 26 son silvestres y 6 cultivadas,
destacandose entre éstas Mangifera indica L., Citrus x aurantiaca (L.) Swingle y Cocos
nucifera L., ya que en la regién son ampliamente cultivadas (Figura 2). A pesar de que el
ajonjoli (Sesamum indicum L), es otro cultivo importante en la region, sélo dos apicultores
la mencionaron.

Figura 2: Vegetacion y flora melifera

A) Vegetacion secundaria, Vista Hermosa, Ometepec. B) Ceiba pentandra (L.) Gaertn. C) Enterolobium
cyclocarpum (Jacg.) Griseb. D) Pithecellobium unguis-cati (L.) Benth. E) Bauhinia pauletia Pers. F) Vista
panoramica, Selva mediana subcaducifolia. G) Senna mollissima (Humb. & Bonpl. ex Willd.) H.S. Irwin &

Barneby.
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Para conocer la percepcidn que se tiene sobre la FM de la region, se generaron tablas cruzadas
con la edad y el conocimiento de la vegetacion, encontrandose que el 24 % de los apicultores
identifica o conoce el 40 % de la vegetacion, el 12 % de los apicultores conoce entre el 80 y
100 % de la vegetacion (Figura 3). El conocimiento de la flora se incrementa a mayor edad,
los apicultores del grupo de 26-50 afios 75 conocen el 60 % de la flora de la region, mientras
que el grupo de 15 a 25 afios solo conoce el 30 % de la flora.

Figura 3: Tabla cruzada. A. Entre la edad y el conocimiento de la flora de su region. B.
Experiencia y reforestacion. C. Tenencia del terreno y reforestacion
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*La prueba de Ji cuadrada evidencio la inexistencia de una correlacion (P>0.05) entre estas tres tablas
cruzadas.

Con respecto a los afios de experiencia 'y la préactica sobre la reforestacion, mostro que el
40 % de los apicultores con una experiencia de 1 a 5 afios reforestan, mientras que solo el
33 % con una experiencia de 6 a 9 afios reforesta. Asi mismo, se observo que el 45 % de los
apicultores con la propiedad legal del terreno reforestan, y el 76 % que rentan tierras no lo
hacen.
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Discusiéon

De acuerdo con el promedio histérico nacional del nimero de colmenas por apicultor®®, la
apicultura en México puede clasificarse como tradicional (1-50), semitecnificados (51-200)
y tecnificado (mas de 201).

Los apicultores de la region presentaron un promedio de edad de 48 afios con intervalo entre
23y 75 afios, similar a lo registrado en otras entidades como Yucatan®?, la region centro-sur
de Jalisco®?, con 49 afios y para Campeche®, con 57 afios. En consecuencia, la edad
promedio de los apicultores de la region de estudio sugiere que esta ocurriendo un relevo
generacional en la actividad apicola, y es una ventaja debido a que las personas de mayor
edad y con mayor experiencia en la actividad presentan menor disposicion al cambio de sus
formas tradicionales de produccion y al aprendizaje de nuevas técnicas, en comparacion con
los jovenes®.

La experiencia de los apicultores a nivel nacional varia entre los 21 a 23 afios, estos datos
son similares a lo reportado en el Estado de Campeche®?, en donde se report6 un valor de
21 afios en la actividad, para la region Sierra Centro-Norte de Veracruz se encontré una
experiencia de 22 afios®?, mientras para la region centro-sur de Jalisco encontraron un valor
idéntico al de este estudio con 23 afios de experiencia en esta actividad®, la similitud de
estos resultados, indican que a nivel nacional los apicultores poseen conocimientos,
habilidades y competencias adquiridas para la practica de esta actividad.

El promedio de escolaridad de los apicultores encuestados fue de 10 afios, lo que equivale al
primer afio del nivel medio superior (bachiller), similar a la escolaridad promedio de los
apicultores de Jalisco®V, con 9 afios, pero superior a la escolaridad promedio (5 afios)
registrada en Yucatan®®. El bajo nivel de estudios es uno de los factores principales por los
gue no se llevan a cabo registros o bitacoras de campo, ya que limita la posibilidad de manejar
la informacion, mantiene las practicas tradicionales y la aplicacion de nuevas tecnologias®V.
Las condiciones sobre la propiedad de la tierra, es una diferencia de la region de estudio pues
el 44 % de los apicultores renta el terreno donde esté establecido el apiario, condiciones muy
diferentes por ejemplo a los predios del estado de Yucatan??, donde el 74 % son propiedad
privaday solo 26 % se encuentran en terrenos rentados. Esto refleja los contrastes regionales
e intergeneracionales en la propiedad social de la tierra y se relaciona con los cambios
producidos en la reforma agraria de 1992, donde se fomento la fragmentacion de las tierras
comunitarias propiciando alteraciones entre las culturas indigenas y campesinas
profundamente arraigadas®®. Dicho fendmeno de fragmentacion de las selvas obliga a los
apicultores a mover sus colmenas a lugares con vegetacion conservada en busca de especies
adecuadas.
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En este sentido, la apicultura trashumante la realizé solo el 12 % de los apicultores en la
CCG. Estos resultados son similares a lo registrado en la Region Centro y Norte de Veracruz,
donde los apicultores con mas de 150 colmenas (20 %), son los que practican la
trashumancia®. Por otra parte, la ubicacion inadecuada del apiario provoca un menor
rendimiento de produccion de miel de por colmena; por lo tanto, la trashumancia implica
maximizar la eficiencia productiva en funcién de la densidad de FM, reduciendo el recorrido
de la abeja en su pecoreo y contrarrestando la inversion de recursos econémicos®?.

La apicultura en la CCG es una actividad complementaria para los apicultores tradicionales
y semitecnificados. En el estado de Yucatan, la apicultura es la principal actividad econémica
para el 19 % de los apicultores, el porcentaje se eleva hasta 25 % si el apiario tiene entre 50
y 100 colmenas®®®), observando que, a mayor nimero de apiarios, los apicultores perciben la
apicultura como actividad econémica principal.

La participacion de las comunidades es una manera de obtener resultados fiables y Gtiles para
mejorar problematicas, situaciones o conocimientos colectivos de su region@®, Este
conocimiento de la flora de la region, y en especial la que tiene un potencial melifero, sirve
como herramienta para los mismos apicultores, ya que les permite tener un mejor manejo de
sus apiarios, decidir cudndo deben complementar la nutricion de las abejas o cambiar sus
apiarios a lugares con FM adecuada para que las abejas busquen polen y néctar, que
contribuya a la produccion de miel de calidad®.

La mencion entre los apicultores encuestados de algunas especies que no son importantes
para la actividad apicola (Tamarindus indica L., Ehretia tinifolia L. y Persea americana
Mill.) confirma que la percepcion de los apicultores estd sesgada a favor de especies de
paisajes con influencia cultural, tanto cultivadas como silvestres®. ElI 72 % de los
apicultores estan familiarizados con un 80 % de la vegetacion de sus alrededores y debido a
esta familiaridad de estos paisajes y dificulta la identificacion de otro tipo de especies
presentes en la vegetacion de las selvas.

Los apicultores del municipio de Hopelchén, Campeche registraron 50 especies, tres
subespecies v tres variedades de FM, distribuidas en 26 familias botanicas?, dato superior
a lo encontrado en este estudio, donde se registraron 33 especies de FM.

En regiones con un fuerte cambio de uso de suelo y donde predominan paisajes
agropecuarios, en los remanentes de vegetacion natural predominan principalmente especies
arboreas, adquiriendo importancia para la apicultura®. En un bosque seco tropical en
Ecuador®), registraron valores similares con este estudio, 28 especies de FM fueron
identificadas por los apicultores. No obstante, estas preguntas se orientaron solamente a las
especies que consideran importantes para las abejas, y no a toda la vegetacién en general. De
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igual manera en otro estudio realizado en Nicaragua®® se identificaron 89 especies, pero sin
especificar si todas corresponden a FM.

También se identifico que, de las 33 especies registradas en este estudio, siete son cultivadas,
pero la floracion aprovechable por las abejas se concentra de noviembre a mayo, mientras
que, durante el resto del afio, de acuerdo con algunos autores®, los recursos de néctar y
polen se recolectan en parcelas de monocultivos. En la region de estudio las plantaciones
como el ajonjoli, citricos, jamaica, coco, mango, etc., juegan un papel importante como
recursos florales para la apicultura, por la superficie establecida, y por los periodos de
floracién que no son simultaneos con la vegetacion silvestre. Un dato para resaltar es que los
apicultores no mencionaron ninguna especie de pastizal introducido, a pesar de abundar en
las selvas secas tropicales de la region. Este hecho se debe a que los apicultores asocian a los
pastizales con la obtencion de polen y no lo consideran como un recurso floral importante
para las abejas. Sin embargo, en otras partes del Caribe como Republica Dominicana®, los
apicultores identificaron como plantas de interés apicola a especies invasoras como Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit, Syzygium jambos (L.) Alston y Prosopis juliflora (Sw.) DC.
Finalmente, se cuestionod el nivel de conocimiento de la flora de los alrededores de los
apiarios, solo el 12 % de los apicultores considerd conocer entre el 80 al 100 % de la FM,
valor inferior a lo registrado en Campeche®?, en donde encontraron que el 60 % tienen un
conocimiento de la vegetacion de sus apiarios, resultado de la transmision de conocimiento
a través de generaciones.

Conclusiones e implicaciones

A los apicultores de la CCG se les facilita la adopcion de nuevas tecnologias y diversificacion
de los productos de la colmena, debido a su edad promedio, inferior a la media nacional. La
apicultura trashumante la realizan los apicultores tecnificados. Los mas jovenes tienen poco
conocimiento del entorno y la FM, pero identifican la flora especifica que proporciona néctar
o0 polen a las abejas, reconocen que los cultivos agricolas son importantes para la actividad.
Por otra parte, la tenencia del terreno donde se ubican los apiarios influye en la reforestacion
de estos, y debido a que un alto porcentaje renta los terrenos, no se realiza esta practica. La
percepcion de los apicultores sobre los recursos que utilizan las abejas es una fuente
importante de conocimientos sobre la flora de interés apicola y estos saberes van en aumento
segun la edad, es por ello por lo que son una fuente de informacién invaluable.
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Cuadro 3: Especies citadas por los apicultores de la region Costa Chica, Guerrero

Familia Taxa RFCRFEFMAMJJAS OND ERIH NMA
Anacardiaceae  Mangifera indica L. P Re X X - - - - - - - - - - - 17
Arecaceae Cocos nucifera L. g T Re - - - - - o XX XXX - - 2
. . Tabebuia rosea (Bertol.) N- L. Alaniz et al.
Bignoniaceae DC. P Ab - - X X - - - - - - - - 1008 (FCME) 3
. . . N- L. Alaniz et al.
Boraginaceae Cordia dentata Poir. P Re X XX - - - - - - - - - 289 (FCME) 4
Combretum fruticosum N- L. Alaniz et al.
Combretaceae | efl ) stuntz p & - - XXX s FeME)
Ipomoea trifida (Kunth) G. L. Alaniz et al.
Convolvulaceae Don N Ab X X 611 (FCME) 30
Dilleniaceae Curatella americana L N Ab X- - - - - - - - - - X L. Alaniz et al. 11
' 805 (FCME)
Andira inermis (W. Wright) L. Alaniz et al.
Fab N Ab - X X X - - - - - - - - 36
anaceae Kunth ex DC. 1000 (FCME)
Enterolobium cyclocarpum L. Alaniz et al.
F . N A - - - XX - - - - - 2
abaceae (Jacq.) Griseb. b 1002 (FCME)
Gliricidia sepium (Jacq.) L. Alaniz et al.
F N A XX- - - - - - - - - X 2
abaceae Kunth ex Walp. b 1003 (FCME) 2>
: L. Alaniz et al.
Fabaceae Hymenaea courbaril L. N Ab - - X XX - - - - - - - 1004 (FCME) 46
. N- L. Alaniz et al.
Fabaceae Pterocarpus orbiculatus DC. P Ab X - - - - - - - - - - X 771 (FCME) 6
- . L. Alani l.
Fabaceae Bauhinia pauletia Pers. P Re - - - XX X- - - - - - aniz et a 3
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Senna mollissima (Humb. & L Alaniz et al.

Fabaceae Bonpl. ex Willd.) HS. Irwin P Re X X - - - - - - - - - - 538 (FCME) 3
& Barneby.
Fabaceae Tamarindus indica L. P Re - - - XX - - - - - - - - 2
Vachellia farnesiana (L.) L. Alaniz et al.
Fabaceae Wight & Am. PoRe - o XX s FoME) 2
Lauraceae Persea americana Mill. N Ab - - - - X X X- - - - - - 2
I Byrsonima crassifolia (L.) L. Alaniz et al.
Malpighiaceae Kunth N Ab - - - XX X - - - - - - 1001 (FCME) 15
- - N- L. Alaniz et al.
Malpigh Malpigh R A - - - - X XX - - - - - 1
alpighiaceae alpighia ovata Rose P b 1007 (FCME) 0
ND Gusanillo (nombrecomin) N Ab X X - - - - - - - - - - - 3
ND Tanalocote (nombrecomdn) N Ab - X X - - - - - - - - - - 7
Pedaliaceae Sesamum indicum L. N Ab - - - - - - XX - - - - - 2
Coccoloba barbadensis L. Alaniz et al.
Polygonaceae Jacq, N Ab - X X - X X - - - - - - 520 (FCME) 21
Rutaceae Citrus xaurantiaca (L) pp © 0 L L L L X X X X - - 7
Swingle

RF=recurso floral: N= néctar, P= polen, N-P= néctar-polen. CRF= cantidad del recurso floral: AB= abundante, ES= escasa, RE= regular. Calendario floral
con meses del afio (enero-diciembre). ERIH= espécimen representativo ingresado al herbario FCME (basado en Alaniz et al., nimero de recolecta).
NMA= nimero de veces mencionada la especie por los apicultores.
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Resumen:

El presente estudio determina la prevalencia de los huevos de Fasciola hepatica,
Calicophoron spp. y la infeccion mixta en vacunos de crianza al pastoreo de seis poblados
ganaderos del distrito de Florida, Amazonas (Per(). Mediante la técnica de sedimentacion
natural se examinaron 358 muestras fecales. La prevalencia de F. hepatica fue 69.83 % (IC
95% 65.08 — 74.59), seguido de Calicophoron spp. 60.34 % (IC 95% 55.27 — 65.40) y una
prevalencia de infeccion mixta 41.62 % (1C95% 36.51 — 46.73). La presencia de huevos de
F. hepatica no tuvo diferencias entre los poblados, las razas y el grupo etario (P>0.05). La
presencia de Calicophoron spp. y la infeccion mixta con F. hepatica presentaron diferencias
entre poblados y la raza (P<0.05), a diferencia del grupo etario que fueron similares
estadisticamente (P>0.05). Se hallé una alta prevalencia de huevos fecales de F. hepatica y
Calicophoron spp., situacion que podria estar dado por las condiciones ambientales que
permiten el optimo desarrollo del hospedador intermediario y del sistema de crianza al
pastoreo de los vacunos.

Palabras clave: Prevalencia, Coprologia, Crianza extensiva, Trematodo hepatico,
Trematodo ruminal.

Recibido: 23/06/2023

Aceptado: 01/09/2023

Introduccion

Las infecciones parasitarias se consideran uno de los problemas sanitarios méas frecuentes e
importantes en los animales de pastoreo. Los parasitos son un obstaculo para una ganaderia
rentable, ocasionan reduccion de la produccién y pérdidas econdmicas debido a los costes de
control, tratamiento y mortalidad®?.

La fasciolosis es una enfermedad de importancia veterinaria y en salud publica, se desarrolla
a partir de la ingesta de metacercarias de Fasciola hepatica junto al alimento o agua de
bebida®%. El parasito se ubica en los conductos biliares y la vesicula biliar, causa hepatitis
traumatica grave durante las etapas migratoria y biliar, puede conducir a la pérdida de la
funcién del higado por el dafio al parénquima hepatico y a los conductos biliares que
desencadena una fibrosis hepatica®®. En diversas regiones a nivel mundial se considera
como una enfermedad reemergente y una amenaza creciente que aumenta principalmente por
la rapida evolucion de las actividades humanast-9).
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Por otro lado, la paramfistomosis, enfermedad causada por trematodos ruminales de la
familia Paramphistomidae se ha asociado con una significativa morbilidad y severos
trastornos patoldgicos como enteritis y anemia, especialmente por la actividad de trematodos
juveniles en el intestino del hospedador definitivo, el rumiante®®!Y. En infecciones agudas
las formas inmaduras pueden causar la muerte del animal®?. Los parésitos adultos causan
rumenitis, diarrea catarral aguda, hemorragia, desprendimiento de las papilas ruminales y
fibrosis, ademas, de zonas con acantosis en reticulo, edema, Glcera, etc.*3%. Al igual que en
F. hepatica, los rumiantes se infectan al ingerir metacercarias enquistadas en los forrajes o el
agua™®,

Ambas parasitosis se encuentran distribuidas alrededor de todo el mundo, de manera
principal en regiones tropicales y subtropicales”*®). Debido a que comparten el mismo
hospedador intermediario (caracoles de la familia Lymnaeidae), las coinfecciones son
posibles tanto en el hospedador intermediario como en el hospedador definitivo®®. La
presencia de estos parasitos se agudiza en condiciones favorables como suelos humedos,
precipitacion pluvial alta, crianza en sistema extensivo, cuerpos de agua dulce que aloja al
caracol®2V, Por otra parte, causan gran impacto econémico negativo en la industria
ganadera, afectan la tasa de crecimiento, eficiencia de la conversion alimenticia, rendimiento
reproductivo, canales en malas condiciones, los animales experimentan reducciones en la
produccion y calidad de la leche®?2),

La falta de conocimiento sobre el adecuado control de los problemas de sanidad animal y el
bajo nivel de educacion de los ganaderos, en particular en los pequefios sistemas de
produccion, podrian explicar en parte la alta prevalencia de la fasciolosis bovina en ciertos
escenarios®®®. Debido a los frecuentes reportes de hallazgos de parasitos en rumen e higados
en vacunos faenados para consumo humano, la importancia en la salud publica y los gastos
econdémicos implicados en los tratamientos farmacoldgicos, el presente estudio determina la
prevalencia de F. hepatica y Calicophoron spp. en bovinos de crianza en pastoreo de seis
poblados del distrito Florida, region Amazonas (Per(). De esta manera se busca comprender
y lograr un panorama mas exacto de la presencia de ambos trematodos en bovinos del area
de estudio con una consecuente toma de medidas preventivas y profilacticas.

Material y métodos

Area de estudio

El estudio abarco seis poblados del distrito de Florida (Figura 1), ubicados en la provincia de
Bongard, region Amazonas, al Nororiente de la Amazonia del Perd. La zona de estudio
presenta un clima humedo tropical con lluvias frecuentes durante todo el afio y una
temperatura promedio anual de 16 °C.
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Figura 1: Mapa de localizacion de los poblados de la zona de estudio. Los poblados se
ubican entre 2,280 a 2,750 msnm y una humedad relativa de 70 hasta 95 %
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Seleccidon de animales y toma de muestras de heces

El tamafio muestral (n= 358) se estimd de una poblacién de 5,200 vacunos (censo previo),
proporcidn esperada de 0.5, nivel de confianza del 95% y una precision del 5%. Un muestreo
estratificado con asignacion proporcional al nimero de bovinos determind la cantidad de
muestras a considerar por cada sector. Se consideraron hembras bovinas mayores a 2 afios de
edad y de cualquier raza. La identificacion y edad se tomaron de los aretes. Los animales
eran criados en sistemas de crianza extensiva, alimentados con rye grass (Lolium
multiflorum), trébol (Trifolium repens), kikuyo (Pennisetum clandestinum) y otros pastos
nativos (Figura 2).
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Figura 2: Vacunos evaluados de la raza Brown Swiss criados en campo abierto
alimentados con forraje verde

Las muestras de heces (aproximadamente 100 g) se recolectaron directamente del recto de
los animales utilizando guantes obstétricos estériles. Cada animal fue sujetado por el
propietario ayudado de una soga tratando de ocasionar el menor dolor posible, con las manos
cubiertas con guantes de latex se lavo la region perianal con agua y jabon. Las muestras se
transportaron al Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de Cajamarca en una caja de poliestireno expandido con geles
refrigerantes (2 a 4 °C). EIl tiempo de traslado duré entre 8 a 10 h. En el Laboratorio se
mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta su procesamiento después de 24 h. Se utilizaron
materiales limpios y rotulados para evitar contaminacion cruzada.

Analisis de las muestras

Las muestras se procesaron mediante sedimentacion natural®”. Los huevos se observaron en
estereoscopio con luz halogenada a 5X (Nikon SMZ 745 — USA) y la identificacién se baso
en las caracteristicas morfolégicas propias del huevo de cada parasito®-3D,

Actitud de los ganaderos frente a los parasitos en los vacunos

Segun las observaciones realizadas durante el proceso de recoleccion de las muestras fecales,
se constatd que los ganaderos en las zonas evaluadas carecian de conocimientos acerca de
mecanismos de prevencién y control de trematodos en sus animales. No se identificaron
medidas de control o prevencién, tales como el manejo adecuado de las excretas, la gestion
de bebederos, la implementacion de sistemas de drenaje en los predios, la adopcion de
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practicas de riego tecnificado, ni la ejecucion de estrategias dirigidas al control del
hospedador intermediario, entre otras. Ademas, no se obtuvo informacion coherente respecto
a la existencia de programas de desparasitacion; incluso, los ganaderos demostraron
desconocimiento acerca de la presencia de trematodos ruminales en sus animales.

Segun los ganaderos, en ocasiones realizan desparasitaciones con productos quimicos a base
de albendazol para el control de F. hepatica, conocido localmente como Fasciola, Alicuya,
Lunguash, Babosa, Distoma y Hoja de Coca. Este proceso se llevaba a cabo en temporada de
[luvias (diciembre a abril) o cuando los animales presentaban diarrea persistente o mostraban
signos de decaimiento, sin la supervision de un profesional pecuario, y en ausencia de un
diagnostico parasitolégico en laboratorio mediante observacion de huevos fecales o algun
otro método.

Analisis estadistico

Los datos se procesaron mediante estadistica descriptiva. Los casos positivos se expresaron
en porcentajes con intervalos de confianza del 95%®?, El grado de asociacion entre la
prevalencia por poblados, razay grupo etario se determind mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis. Con la funcion de la correlacion de Phi se determind el grado de la
relacion lineal entre la prevalencia mixta de los trematodos.

Resultados

En los seis poblados del distrito Florida se encontraron vacas de las razas Brown Swiss y
Fleckvieh, comprendidas entre 2 a mas de 6 afios de edad, criados al pastoreo. Se observaron
huevos de Fasciola hepatica y Calicophoron spp. (Figura 3) en todos los poblados. Huevos
de F. hepatica se observé en el 69.83 % (IC 95%: 65.08-74.59) de los animales, seguido de
Calicophoron spp. 60.34 % (IC 95%: 55.27-65.40) y una prevalencia de infeccion mixta de
41.62 % (IC 95%: 36.51-46.73) (Cuadro 1).
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Figura 3: Huevos de Calicophoron spp. (2) y Fasciola hepatica (b). Vista en
estereomicroscopio (superior) y vista en microscopio (inferior)
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Discusioén

El trematodo Fasciola hepatica superd por menos de una decena (9.12 %) a Calicophoron
spp., con una prevalencia de infeccion mixta global de 41.16 % (1C 95% 36.09 — 46.23). La
presencia de huevos de F. hepatica no tuvo diferencias entre los poblados, las razas y el grupo
etario (P>0.05). La prevalencia de Calicophoron spp. y la infeccion mixta con F. hepatica
presentaron diferencias entre sectores y la raza (P<0.05), a diferencia del grupo etario que
fueron similares estadisticamente (P>0.05). La correlacion de Phi mostro resultados variables
de la asociacién en la presentacién de ambos parésitos en los animales.

La alta presencia de los huevos de los parasitos podria deberse al buen desarrollo del
hospedador intermediario en condiciones ambientales 6ptimas, zonas himedas y variedad de
temperatura y pisos altitudinales, por ejemplo. Los lugares evaluados oscilan entre 11 a 20
°C y cuentan con una humedad relativa de 60 a 95 %. Dado que ambos trematodos comparten
el mismo hospedador intermediario, moluscos pulmonados de agua dulce de la familia
Lymnaeidae®®34, esta condicion facilitaria su coinfeccion tanto en el hospedador
intermediario y definitivo.

Las zonas en las que se realizd el muestreo se ubican entre los 1,300 y 2,750 msnm, rangos

idoneos para el desarrollo de las parasitosis. Formas parasitarias de F. hepatica se han
reportado incluso en hospedadores intermediarios por debajo de los 400 msnm®® y hasta los
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4,500 m®®, Por su parte, Calicophoron microbothrioides se puede ubicar por debajo de los
200 m y también en zonas montafiosas sobre los 3,000 m, donde existe disponibilidad de
agua estancada para el ciclo de los hospedadores intermediarios, areas usadas para la
ganaderia®”,

El clima influye en la tasa de infeccion parasitaria del ganado®3%), Como se muestra en la
Figura 1, la zona comprendida en el estudio abarca gran vegetacion y cuerpos de agua,
condiciones favorables al desarrollo del hospedador intermediario. En general la provincia
presenta un clima himedo tropical con lluvias frecuentes durante todo el afio y una
temperatura promedio anual de 16 °C. En una zona cercana al area de estudio, investigadores
encontraron que las fuentes de agua, principalmente arroyos, acequias y rios son factores de
riesgo a F. hepatica®?.

La raza de los bovinos se ha reportado como un factor de riesgo en diversos estudios. Las
razas puras son mas susceptibles de infeccion que las razas cruzadas®. En un estudio
realizado en Amazonas (Peru) se determin6 que la raza Brown Swiss es mas susceptible a la
infeccion por F. hepatica y otros parasitos?). Sin embargo, se debe tener en cuenta que el
tamafno muestral para esta raza fue mayor en comparacion a otras razas dentro de su estudio.
En la presente investigacion se hall6 mayor prevalencia de trematodos en la raza Fleckvieh.
A pesar de una evidente mayor cantidad de vacunos de la raza Brown Swiss (n= 203) frente
a Fleckvieh (n= 155), las prevalencias fueron iguales estadisticamente, por lo que los
resultados no consolidan a la raza como un factor de riesgo.

De manera similar, en otro estudio se reporté que la raza Simmental fue un factor de riesgo
de infeccion por F. hepatica en comparacion a vacunos Brown Swiss y otras razas®Y). A pesar
que el tamafio muestral de la raza Simmental fue mayor (como en el presente estudio), los
resultados fueron estadisticamente similares a los de Brown Swiss, solamente difirieron con
las razas Jersey, Holstein y cruzado, aunque el tamafio de la muestra de estas razas fue muy
bajo. Similares al presente estudio, diversos autores no han reportado resultados concluyentes
en los que la raza sea un factor de riesgo, sino que la presencia de parasitos esté influenciada
por una mayor poblacion de cierta raza en un determinado lugar44243),

La edad del hospedador definitivo también se relaciona estrechamente con la infeccion®- Al
igual que en otros reportes, la presencia de parasitos fue mayor en animales de mayor edad.
La mayoria de autores muestran que la prevalencia de trematodos es mayor en animales
mayores a 2.5 afios?**344), Los trematodos del rumen no han mostrado alguna asociacion
entre la edad y su infeccion®®. Los animales infectados tienen un limite de edad para
infectarse, ya que el ciclo biolégico de los Paramphistomidae dura por lo menos de 6 a 8
meses®, por lo que los animales de 12 a 24 meses de edad pueden tener mayor riesgo de
infeccion. Ademas, los animales se crian en condiciones de pastoreo desde el nacimiento
hasta su salida del hato ganadero.
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Diversas investigaciones han indicado que la crianza extensiva representa un factor de
infeccion por parasitos®®4®), Los bovinos explotados en regimenes extensivos o
semiextensivos en los que el acceso al pasto se produce durante casi todo el afio a lo largo de
la vida del animal tienen mayor predisposicion frente a los animales explotados en sistemas
intensivos o semiintensivos®®,

La alta prevalencia de F. hepatica en bovinos se ha reportado dentro de la misma region del
Amazonas, prevalencias de 45.6 %“?y 59.5 %“V. En otras regiones del Pert también se ha
descrito la presencia de trematodos en el ganado. En tres distritos de la provincia de
Oxapampa (Pasco - Peru), mediante sedimentacion rapida, de 408 muestras de ganado
lechero, se hall6 una prevalencia del 10.0 + 2.9 % de F. hepatica 'y 28.4 + 4.4 % de un digeneo
de la familia Paramphistomidae®“®.

Aunque los estudios sobre los trematodos ruminales en bovinos en Peru son pocos, se ha
reportado en Amazonas a C. microbothrioides®Y. En la region Loreto (selva peruana) se
identificaron huevos de trematodos de la familia Paramphistomidae“”). En San Martin
(region de la selva peruana) se ha reportado Cotylophoron sp. en bovinos“®. Ambos parasitos
se han identificado en diversos lugares del planeta. En América del Sur, se ha descrito a
Cotylophoron cotylophorum en Colombia®?, Cotylophoron marajoensis n. sp. en Brazil*®)
y C. microbothrioides en Chile®”). Asi como en el continente americano, se ha reportado la
presencia de ambos trematodos en paises europeos®®5:52) africanos®+26:3%) asiaticos®?, etc.
Estas regiones cuentan con condiciones similares a los del presente estudio, crianza
extensiva, condiciones climatoldgicas, la edad, la raza, etc., como factores de riesgo. El
cambio climéatico y la globalizacion contribuye a la distribucion de los parasitos en un
territorio donde el hospedador intermediario haya logrado su adaptacion®®.

Debido a la elevada prevalencia de huevos de trematodos identificados en las areas objeto de
muestreo, se plantea que esta situacion puede atribuirse a las condiciones de crianza de los
bovinos, los cuales carecen de programas formales de control y prevencion de parasitosis. A
pesar de la eventual utilizacion de albendazol para el manejo de F. hepatica, no se han
reportado estudios locales de eficacia antiparasitaria de bases quimicas.

Conclusiones e implicaciones

Se hallé una alta prevalencia de huevos fecales de Fasciola hepatica y Calicophoron spp.
Las condiciones climatoldgicas y geograficas, ademas del sistema de crianza al pastoreo y la
ausencia de programas de control y prevencion predispondrian la elevada presencia de ambos
trematodos. Sin embargo, se requieren mayores estudios en los que se evallen los sistemas
de drenaje, practicas de manejo de potreros y bebederos en el control y prevencion de
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trematodos, asi como evaluaciones de resistencia antiparasitaria y estudios integrales desde
un enfoque de Una Salud.
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Cuadro 1: Prevalencia (%) de los trematodos hallados en vacunos de crianza al pastoreo del distrito de Florida, Amazonas (Per()

Variable Categoria No — Fasciola hepatica — Calicophoron spp. — Asociacion Coeficiente Phi
Positivos % (1C95%) Positivos % (1C95%) Positivos % (1C95%)
EIl Chido 41 26 63.41 (48.67 - 78.16) 19 46.34 (31.08 - 61.61)* 11 26.83 (13.27 - 40.39)° -0.106
Florida 145 9 66.21 (58.51 - 73.91)? 100 68.97 (61.44 - 76.50)° 67 46.21 (38.09 - 54.32) 0.025
'I\_"e'\sg‘:f;es de 41 30 73.17 (59.61 - 86.73)? 27 65.85(51.34-80.37)® 18  43.90 (28.71 - 59.09)® -0.204
Poblado  Nyevo Gualulo 58 45 77.59 (66.85 - 88.32)? 42 72.41 (60.91 - 83.92)" 32 55.17 (42.37 - 67.97)" -0.054
San José 15 13 86.67 (69.46 - 100)° 5 33.33 (9.48 - 57.19)¢ 5 33.33(9.48 - 57.19)® 0.277
San Lorenzo 58 40 68.97 (57.06 - 80.87)? 23 39.66 (27.07 - 52.24)? 16 27.59 (16.08 - 39.09)° 0.011
Valor p 0.347 <0.001 0.013
Brown Swiss 203 141 69.46 (63.12 - 75.79)2 142 69.95 (63.64 - 76.26)° 99 48.77 (41.89 - 55.64)° 0.009
Raza  Fleckvieh 155 109 70.32 (63.13 - 77.51)° 74 47.74 (39.88 - 55.61) 50 3226 (24.90 - 39.62)° -0.058
Valor p 0.860 <0.001 0.002
2 - 4 afios 244 167 68.44 (62.61 - 74.27) 148 60.66 (54.53 - 66.79)° 101 41.39 (35.21 - 47.57) 0.007
Grupo >4 - 6 afios 72 52 72.22 (61.88 - 82.57)? 4 56.94 (45.51 - 68.38)? 27 37.50(26.32 - 48.68) -0.073
etario > 6 afios 42 31 73.81 (60.51 - 87.11)3 27 64.29 (49.79 - 78.78)3 21 50,00 (34.88 - 65.12)° -0.137
Valor p 0.693 0.192 0.424
Total 358 250 69.83% (65.08 - 74.59) 216 60.34 (55.27 - 65.40) 149 41.62 (36.51 - 46.73)

% para cada variable las letras diferentes entre sus niveles son diferencias significativas, en cada factor (Kruskall-Wallis, P<0.05).
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Resumen:

Se determin6 como la cantidad de espacio vital asignado en el corral de engorda, influye
tanto en los indicadores de produccién como en los rasgos de calidad de la canal y la
carne obtenidas de novillos Holstein mediante la formacion de dos grupos de tratamiento,
T14: 65 novillos/corral (14 m?/cabeza de espacio permitido) y T16: 57 novillos/corral (16
m?/cabeza de espacio permitido), con cinco repeticiones en cada tratamiento. El peso
promedio de llegada fue de 238 + 0.74 kg. Durante el periodo de engorda el ganado se
alimentd dos veces al dia con dietas comerciales. Los novillos se sacrificaron después de
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un periodo de 261 dias. En el momento del primer reimplante se encontré un mayor peso
corporal promedio en T16 vs T14 (384.25 vs 378.38 kg; P<0.05) y la diferencia se
mantuvo hasta el dia 261 (612.35 vs 595.54 kg; P<0.05); en cuanto a la GDP, el peso de
la canal caliente y el peso de la canal fria, los resultados fueron: 1.50 vs 1.46 kg (P<0.05),
de GDP kg/dia; 367.34 vs 360.35 kg (P<0.05) y 366.68 vs 358.78 kg (P<0.05). No se
encontraron diferencias entre los tratamientos en la grasa dorsal, el marmoleado, el pH'y
el color de la carne. Los resultados sugieren que un aumento de 14 m%animal a 16
m?/animal mejora los resultados productivos, asi como el peso de la canal caliente y fria,
sin afectar a los rasgos de calidad de la canal y la carne.

Palabras clave: Espacio vital, novillos Holstein, Corral de engorda, Canales, Calidad de
la carne.

Recibido: 24/06/2023

Aceptado: 07/08/2023

Introduccion

Durante su estadia en el corral, el ganado de carne requiere suficiente espacio para
expresar su comportamiento natural®. De acuerdo con Lagos et al® es necesario
proporcionar al menos 18.5 m?/cabeza para asegurar las condiciones ideales de espacio
para cada animal, sin embargo, en caso de que durante el periodo de engorda aumente, se
recomienda que se proporcione espacio adicional en funcién del incremento de peso
corporal, para ganado con un peso de hasta 300 kg, el espacio recomendado es de 15
m?/cabeza, para ganado con peso superior a 400 kg se sugiere un area de 20 m2. En
México, el manual de buenas practicas para la produccion intensiva de ganado de carne
publicado por la Secretaria de Agricultura (SAGARPA)® estima que un espacio entre 12
y 12.5 m?/animal es suficiente para que el ganado muestre su comportamiento natural.

Los terneros Holstein se han convertido en un insumo importante para la produccion de
carne en corrales de engorda®, de modo que representa el 20 % de la cantidad total de
ganado engordado en los Estados Unidos de América®, una situacion similar se observa
ahora en el norte de México. Los novillos Holstein ofrecen ciertas ventajas, ya que
muestran rasgos deseables de la canal, como una distribucion superior de la grasa
intramuscular y un mejor ancho de la grasa dorsal®. Se ha reportado que el ganado
Holstein adulto engordado en corrales de engorda exhibe un comportamiento
impredecible y agresivo”), y por esta razon, esta raza de ganado requiere una mayor
cantidad de espacio que las razas productoras de carne. Otro dato para tener en cuenta es
que el ganado Holstein es cada vez mas frecuente, por lo que la condicién del suelo en
los corrales no es buena®®?). Teniendo en cuenta lo anterior, un aumento del espacio vital
del corral de engorda por animal tendria un impacto positivo en el bienestar del ganado
y, por lo tanto, en mejores resultados de produccion de carne?.
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El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto que el espacio del corral tiene sobre las
variables de produccidn, asi como sobre los rasgos de calidad de la canal y la carne
obtenidas de novillos Holstein.

Material y métodos

Este estudio fue revisado y aprobado por el comité de ética del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias, con el proyecto nimero 201/2399.

Ubicacion geografica

Este estudio se llevo a cabo en Mexicali, México, que se encuentra a 32° 32°00 N, 115°
12°41 O. La region se caracteriza por un clima seco desértico con una temperatura
promedio de 34.7 °C (-5 °C en invierno y 50 °C en verano), con una precipitacion anual
de 37 mm y una humedad relativa superior al 50 %9,

Animales y disefio del estudio

El estudio se realizé utilizando terneros Holstein castrados entre las edades de 7 y 8
meses, con un peso promedio de 238 + 0.74 kg. Veinticuatro horas después de la llegada
del ganado al corral de engorda, se les vacuno, se les desparasito y se les implant6 un
producto que contenia acetato de trembolona, estradiol y tilosina. A su llegada durante la
primavera (abril-junio), los animales se asignaron a uno de dos grupos para que se
pudieran establecer dos tratamientos. Cada tratamiento incluy6 cinco corrales. El primer
tratamiento incluyd 65 novillos Holstein, en este caso cada animal tuvo un espacio
permitido de 14 m?/animal (T14), en el segundo tratamiento se asignaron 16 m?/animal
(T16) a cada uno de los 57 novillos Holstein. El ganado se aliment6 dos veces al dia
utilizando un programa de alimentacion que incluyd tres dietas diferentes administradas
durante los periodos de engorda y finalizacién. En diferentes proporciones los
ingredientes de todas las dietas fueron: pasto Sudan, heno de trigo, sebo, granos secos de
destileria (GSD) y una premezcla de minerales.

Después de un periodo de 261 dias de engorda los novillos se sacrificaron, el peso
promedio del grupo fue de 604 + 5.67 kg. El dia del sacrificio de los novillos fueron
transportados 36 km en camion hasta el rastro donde fueron puestos en corrales de espera
durante 3.5 h, durante este tiempo solo se les proporciond agua. Los novillos se
sacrificaron en un rastro Tipo Inspeccion Federal (TIF) siguiendo el procedimiento
descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z00-2014, “Métodos para dar
muerte a los animales domésticos y silvestres”.
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Comportamiento de la produccion

De los registros de la empresa se obtuvieron los siguientes resultados de produccion: peso
inicial, peso después del primer reimplante, peso después del segundo reimplante, peso
final, ganancia diaria promedio (GDP) y conversion alimenticia. Cada uno de los pesos
de sacrificio de los animales se obtuvo en la caja de aturdimiento.

Evaluacién de la canal y la carne

Las canales de ambos tratamientos se enfriaron a 2 °C durante 24 h y se cortaron entre
las costillas 12 y 13 para recopilar datos adicionales de la canal. Un total de 178 canales
de T14 y 176 canales de T16 estuvieron disponibles por el rastro para ser consideradas
para el estudio de todas las variables. Se tomaron las medidas de peso de la canal caliente
(PCC) y peso de la canal fria (PCF), grasa dorsal, marmoleado, area del ojo de la costilla,
pH y color de cada canal. La grasa dorsal se midié en mm utilizando una regla métrica.
El area del ojo de la costilla se evalud utilizando el método de cuadricula plastica sugerido
por la Universidad Estatal de lowa y la puntuacién de marmoleado (escala de ligero;
pequefio; modesto; moderado; ligeramente abundante; moderadamente abundante),
ambos se evaluaron siguiendo la metodologia descrita por AMSA®?), El pH se determin6
utilizando un potenciometro (HANNAH INSTRUMENTS Inc. pH 101), los valores de
color (L*, a*, b*, C*, H*) se midieron en la superficie del corte del musculo Longissimus
dorsi entre el duodécimo y decimotercer espacio intercostal utilizando un
espectrofotometro MINOLTA CM-2002 (Minolta camera, Co., Ltd., Japdn) con un
componente especular incluido (SCI, por sus siglas en inglées), un iluminador D65 y un
observador de 10°, donde L* es el indice de luminosidad, a* es la intensidad del color
rojo y b* es la intensidad del color amarillo y C* mide la saturacién del color.

Analisis estadistico

Los datos productivos se analizaron utilizando el siguiente modelo lineal estadistico Y;; =
u+7t; + B +¢;, donde Y;;es la variable de respuesta, u es el efecto de la media
verdadera, t; es el efecto fijo del tratamiento, j; es el efecto fijo del corral y ¢;; es el error

residual aleatorio iid N (0, 62). La hipotesis de que los efectos del tratamiento no difieren
se evalu6 mediante el estadistico de prueba F en el ANOVA. Se declararon diferencias
entre tratamientos cuando P<0.05.

Los datos de calidad de la canal y de la carne se analizaron como un disefio de bloques
completos al azar con muestreo, con el corral como unidad experimental y la canal como
unidad observacional. EI modelo lineal estadistico fue el siguiente: Y;;, = u +7; + §; +
& + Oijx, donde Y;j, es la variable de respuesta, u es el efecto de la media verdadera, t;
es el efecto fijo del tratamiento, g; es el efecto fijo del corral, &;; es el error residual
aleatorio iid N (0, a2) y &y es el error de muestreo aleatorio iid N (0, o7). La hipotesis
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de que los efectos del tratamiento no difieren se evalud utilizando un estadistico de prueba
F en el ANOVA. Se declararon diferencias entre tratamientos cuando P<0.05.

La hipotesis de que los efectos del tratamiento no difieren para las proporciones dentro
de cada clase de marmoleado se evalué utilizando un estadistico de prueba de Ji-cuadrada
en una tabla de frecuencias. Se declararon diferencias entre tratamientos cuando P<0.05.
El analisis se realiz6 mediante los procedimientos MIXED y FREQ del paquete
estadistico SAS 9.4 (TS1IMT7).

Resultados y discusion

Resultados de produccién

Un hallazgo relevante de este estudio fue que los novillos con mayor espacio de corral
tuvieron un mayor peso durante todo el periodo de engorda; estos resultados se presentan
en el Cuadro 1 y muestran que después de recibir el primer reimplante (dia 94 después de
la llegada al corral de engorda), los novillos de T16 mostraron un peso promedio mayor
en comparacion con los animales de T14 (P<0.05); este mismo resultado se observo
después del segundo reimplante y durante todo el periodo de engorda (P<0.05); la
diferencia de peso observada entre los grupos fue del 16 %. Resultados similares en
cuanto a las diferencias de peso han sido reportados por otros autores®®, quienes
encontraron un mayor peso final en los novillos Hanwoo cuando se les proporciond un
mayor espacio de corral.

Cuadro 1: Valores medios de peso de novillos Holstein + EEM por tratamiento
Tratamiento

Variable i o EEM Pr>F

Peso inicial, kg 238.57 237.62 0.74 0.2000
Peso al 1.%" reimplante, kg 378.38° 384.25% 1.65 0.0004
Peso al 2.° reimplante, kg 506.73° 515.212 2.52 0.0008
Peso final, kg 595.54P 612.35% 5.67 0.0032

EEM= error estandar de la media.
ab | etras diferentes indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).

En el Cuadro 2 se muestran los resultados de produccion para ambos grupos de novillos.
Se encontro que la ganancia de peso fue mayor para los novillos en T16, sin embargo, no
se encontraron diferencias en la conversion alimenticia y el consumo de alimento. De
manera similar a este estudio, Kim et al®® observaron que los novillos Holstein de 20
meses de edad a los que se les proporcioné 16 m?/animal alcanzaron un peso final de
750.39 kg y una ganancia de peso diaria de 1.36 kg. Un estudio en novillos Holstein que
no consideré como variable la cantidad de espacio vital por animal reporté un peso final
entre 613.3 a 631.4 kg, un 1.41 a 1.46 kg/d de GDP“®, mientras que un estudio realizado
en México encontrd que los novillos Holstein alcanzaron un peso final de 604.9 kg con
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una ganancia diaria de 1.46 kg y un consumo de alimento de 8.41 kg por dia®, otro
estudio realizado por Carvalho et al®” encontr6 que los novillos Holstein ganaron
diariamente 1.73 kg/dia con un peso final de 598 kg. Aunque en México la norma
federal® establece que el espacio del corral para un animal de menos de 400 kg debe ser
de 12 m? y para uno de mas de 400 kg de 20 m?®. Es de esperar que la tendencia mundial
de reducir el espacio permitido por animal en el corral de engorda de ganado®® esté
impactando a Meéxico, por lo que es probable que el bienestar y las variables de
produccion se vean afectadas debido al menor espacio permitido para el ganado en corral
de engorda.

Evaluacién de la canal y la carne

Cuadro 2: Resultados medios de produccién £ EEM por tratamiento
Tratamiento

Variable EEM Pr>F
14 m? 16 m?

Ganancia diaria de peso, kg 1.46° 1.502 0.01 0.0327

Conversién alimenticia 7.51 7.17 0.17 0.1260

Consumo de alimento, kg  10.80 10.62 0.15 0.2967

EEM= error estandar de la media.
ab | etras diferentes indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).

El grupo de novillos al que se le proporcion6 el mayor espacio vital mostré una diferencia
de 7 kg tanto en el peso de la canal caliente como fria (P<0.05), estos resultados se
muestran en el Cuadro 3 y se corresponden con lo reportado por Ha et al®®, quienes
proporcionaron un mayor espacio vital a los novillos que se encontraban en el periodo de
finalizacion. Un estudio similar®™® report6 un mayor peso de la canal caliente para
novillos de corral de engorda que fueron provistos con 16 m?/animal, en comparacion con
otros dos grupos de animales que tuvieron un espacio vital de 10.6 y 8 m?/animal.

Cuadro 3: Resultados medios de produccion de la canal £ EEM por tratamiento
Tratamiento
Variable EEM Pr>F
14 m? 16 m?

Peso de la canal caliente, kg~ 360.35° 367.34%  2.98 0.0196

Peso de la canal fria, kg 358.78° 366.68%  2.96 0.0079
Grasa dorsal, mm 9.1 9.3 0.83 0.1939
Area ojo de la costilla, cm? 96.14 98.66 2.31 0.9277

EEM= error estandar de la media.
ab | etras diferentes indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).

En el presente estudio, la grasa dorsal y el espacio del ojo de la costilla no mostraron
diferencia estadistica entre los grupos (P>0.05), este resultado se corresponde con lo
reportado en canales de ganado Hanwoo®™®. A diferencia de este estudio, los
investigadores® no encontraron diferencias (P>0.05) entre las canales Hanwoo
obtenidas de animales a los que se les proporcionaron diferentes espacios vitales. Otros
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autores han reportado nimeros menores de grasa dorsal, 5.15 mm®¥; 5.8 mm("2D;
mientras que Carvalho et al*® reportaron una medicion de grasa dorsal entre 8.6 y 9.3
mm, Torrentera et al®® observaron una profundidad de grasa dorsal de 10.9 mm,
resultados que son similares a lo observado en el presente estudio.

Autores han encontrado que el ganado lechero tiende a depositar mayores cantidades de
grasa en la cavidad abdominal y a acumular menos grasa subcutanea®?, en este contexto
las razas bovinas que son mas grandes y tardan mas tiempo en madurar tienen una mayor
proporcién de grasa inter e intramuscular en comparacién con razas mas pequefias que
maduran antes®®.

En el caso del area del ojo de la costilla, el presente estudio encontrd que fueron mayores
a las reportadas por Ha et al*® para novillos Hanwoo (91.0 y 94.6 cm? para 10 y 16.7 m?
de espacio vital); asimismo, otros estudios en novillos Holstein reportaron areas del o0jo

de la costilla de 72.36 cm? ): 73.7 cm? @D: 74.9-82.5 cm? (19); 77.21 cm? 14): 81.22 cm?
(16)

En cuanto a la cantidad de grasa intramuscular en la carne (Cuadro 4), los resultados
indican que no existe diferencia entre los grupos, sin embargo, los hallazgos apoyan los
reportes de otros investigadores de que, en el caso de los novillos Holstein, la carne choice
es el grado que se observa’®1"2), En este estudio, 130 de las canales de los novillos
produjeron carne que se clasificd como pequefia, mientras que un segundo grupo de 159
canales produjo carne modesta.

Cuadro 4: Puntuacion de marmoleado por tratamiento
Tratamiento

Variable 14 m? 16 m? Pr>y?
n=178 n=177

Ligero 10 14 0.4142

Pequefio 57 73 0.1605

Modesto 87 72 0.2342

Moderado 23 17 0.3428

Ligeramente abundante 1 1

En el Cuadro 5 se muestran los resultados fisicoquimicos de ambos grupos; se encontrd
que, en el caso de pH, L*, a* y C* no se observaron diferencias (P>0.05), y aunque los
valores para b* y H* mostraron diferencias (P<0.05), esta disimilitud no resulta en
diferencias notables de color entre tratamientos.
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Cuadro 5: Resultados fisicoquimicos medios de la carne £ EEM por tratamiento
Tratamiento

Variable e 6 EEM Pr>F
pH 5.67 5.60 0.06 pH
L* 29.97 31.96 0.85 L*
ax 17.08 16.79 1.24 ax
b* 15.452 15.02° 0.83 b*
C* 23.08 22.59 1.47 C*

EEM= error estandar de la media.
ab | etras diferentes indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).

En lo que se refiere al pH, valores entre 5.5 y 5.8 son considerados como normales para
la carne de bovino®@, por lo que los resultados obtenidos por el presente estudio pueden
ser vistos como tipicos. Valores de pH similares han sido reportados por otros autores(®2%
en estudios realizados con ganado Holstein. En el caso del color de la carne, con base en
lo reportado por otros autores®?, la carne obtenida de ambos grupos es considerada como
corte oscuro, otras investigaciones han reportado resultados similares (L*=37.50,
a*=14.69 y b*=12.39)2) y (L*=38.02, a*=19.86, b*=8.19, C*=21.49)"¥; la raz6n de esto
puede explicarse por el estrés previo al sacrificio al que fueron sometidos los animales,
lo que agotd el glucogeno en la sangre y afectd el color de la carne®”. Autores han
informado que la forma en que se manejan los animales, la novedad del ambiente y la
fatiga son factores que contribuyen al estrés®@®),

Conclusiones e implicaciones

Es muy importante que el ganado en corral de engorda sea provisto con suficiente espacio
vital durante todo el periodo de engorda y, teniendo en cuenta que existe una tendencia a
reducir el espacio permitido por animal, es muy importante comprender mejor el impacto
negativo que tiene la reduccion del espacio en los corrales en el bienestar animal y cémo
esto afecta la produccién de carne de res. Como sugieren los resultados del presente
estudio, un aumento relativamente pequefio del espacio vital tiene un impacto positivo en
el peso de la canal, lo que al final se traducira en un aumento de los ingresos.
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Resumen:

Las lentejas de agua son plantas con flores de la familia Araceas, comprenden las
angiospermas mas pequefias del reino vegetal, una especie de algas acuaticas de distribucion
universal, se encuentran en la superficie de los cuerpos de agua dulce principalmente en
charcos, ciénagas, lagos y rios calmados. Recientemente, se han llevado a cabo diferentes
investigaciones sobre su potencial y utilidad. Por su composicion nutricional, aporte de
proteina, alto contenido de fibra y bajo contenido de grasas y carbohidratos, resultaria ser un
insumo adecuado para generar productos de alto valor nutricional, caracteristicas que la
hacen interesante frente a otras especies. Se emplea como complemento a dietas comerciales
en una gran variedad animales como aves, rumiantes, no rumiantes, crustaceos y peces,
reduciendo hasta un 50 % los costos por alimentacion. Asi mismo, usada en procesos de
remediacién de una amplia gama de contaminantes quimicos con alta tasa de eliminacién,
pueden absorber algunas sustancias disueltas y brindar oxigeno mediante la fotosintesis. Se
ha indicado bajo costo de construccion, mantenimiento, faciles de operar, poseen amplia
tolerancia a condiciones de crecimiento, facilidad general de cosecha y no compiten con las
tierras de cultivo. En el ambito ambiental es importante encontrar materias primas
alternativas e innovadoras, incluso sin la necesidad de utilizar medios de crecimiento o
fertilizantes, sin embargo, su aceptacion como fuente de alimento necesita investigaciones
exhaustivas con respecto a su valor nutritivo, rendimiento a gran escala, suministro de
mercado economico y analisis de componentes antinutritivos para la alimentacién humana.

404


mailto:olora@unisinucartagena.edu.co

Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(2):404-424

Palabras clave: Lenteja de agua, Lemna minor, Perfil nutricional, Remediacién ambiental,
Alimentacién humana y animal.

Recibido: 30/11/2021
Aceptado: 27/07/2023

Introduccion

En las ultimas décadas el acelerado crecimiento de la poblacién mundial y la crisis climética
se ha convertido en un problema grave que amenaza el suministro de alimentos y piensos,
generando patrones alimentarios deficientes en proteinas y vitaminas, desarrollo de
malnutricion por consumo excesivo de azlcares simples y estigmatizacion de nutrientes®.
En este sentido, las lentejas de agua han tomado un protagonismo en las investigaciones
recientes en la basqueda por nuevos alimentos que brinden alternativas saludables, productos
farmacéuticos sostenibles y rentables a gran escala de produccion.

Estas pequefias plantas acuaticas comprenden un conjunto que flotan en la superficie de los
cuerpos de agua de poco movimiento; con una gran capacidad de reproduccion y crecimiento
acelerado. Tradicionalmente se les han utilizado como remediadoras de la contaminacion de
cuerpos de agua dada su habilidad para la absorcién de minerales, sales, sustancias
nitrogenadas y metales pesados en los cuerpos de agua®®.

Desde el punto de vista ecoldgico, se aprecia que, dadas sus interacciones con otras especies,
puede considerarse como una especie clave en su hébitat, aunque, tiene un tamafio muy
reducido, por su répido crecimiento, alta tolerancia a la contaminacion y capacidad de
absorcion de nitrégeno y fosforo, Lemna minor se ha utilizado previamente para el
tratamiento de agua residuales®*.

En paises asiaticos y recientemente en paises de occidente, se estan incluyendo en mezclas
vegetales para la crianza de animales de granja y cultivos de peces, mostrando favorables
resultados en el desarrollo y crecimiento de estos animales, reduciendo costos en su
alimentacion®.

Se conoce que las lentejas de agua contienen nutrientes esenciales como proteinas,
carbohidratos y grasas. Ademas, de una variedad de metabolitos secundarios que son
beneficiosos para los humanos. Por lo tanto, la consideracion de los métodos de cultivo de
las lentejas de agua es vital para su mejor utilizacion en diversas aplicaciones industriales.
Se han generado varios informes sobre la utilizacién, los metabolitos y el cultivo de lentejas
de agua; estos deben revisarse y resumirse como informacion fundamental para mejorar la
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aplicacion de la lenteja de agua®®. Es importante anotar que de ser empleadas como
remediadoras de contaminacion, considerar su uso en alimentacion humana y animal debe
ser evaluado.

El objetivo del presente documento es dar una vision global de las lentejas de agua,
especialmente la especie Lemna minor, a través de un recorrido bibliografico desde la
descripcién taxondmica hasta su uso como una alternativa de inclusion en la alimentacién
animal y humana, teniendo en cuenta su composicién nutricional y los patrones de estilos de
vida actuales. Ademas, se estudia el impacto ambiental como biomarcadores, remediadores
ambientales, enmiendas agricolas en los cultivos, fuentes de biocombustibles y modelos de
patogenia.

Lenteja de agua (Lemna minor)

La lenteja de agua (Lemna minor) es una planta angiosperma acuatica de mas rapido
crecimiento en el mundo, de libre flotacion que crece en aguas poco moviles, generalmente
en agua dulce o humedales en la mayoria de las partes del mundo, y se caracteriza por su
tamafo pequefio y gran capacidad reproductiva, lo que le permite ocupar grandes espacios
acuaticos en muy poco tiempo®. Generalmente se describen como hierbas acuaticas o
flotantes de estructura muy simple, carentes de tallo u hojas, ocasionalmente con pequefias
raices filiformes en su cara inferior. Es una planta acuatica que a menudo se pueden ver
flotando o justo debajo de la superficie 0 moviéndose muy lentamente®).

La Lemna minor posee un cuerpo vegetativo en forma taloide, caracteristica de algunas
plantas en las que no se logra diferenciar las hojas de los tallos, de tamafio pequefio con
estructura plana, coloracion verde en sus hojas y una sola raiz delgada de color blanco. Segin
la descripcion de algunos autores, esta caracteristica esta asociada a una hoja modificada que
cumple las funciones del tallo, la hoja y el eje para sostén de flores como se observa en la
Figura 101D,

Figura 1: llustracién de cuerpo vegetativo y raices de la lenteja de agua (Lemna minor)

O

Fuente: Landolt, E®D,
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Las raices por su parte, generalmente relacionadas al aspecto de absorcion de nutrientes de
la planta en estas especies parecen tener una funcién un poco distinta. Algunos investigadores
han reportado que el consumo de nutrientes via raices es poco o nulo, funcionando como un
organo estabilizador en el cuerpo de agua; sin embargo, la lenteja de agua, Lemna minor, ha
demostrado que pueden adquirir cantidades significativas de nitrégeno inorgénico a traves
de la raiz. La planta se desarrolla a diferentes temperaturas variando entre 5y 30 °C,
creciendo Optimamente entre 15y 18 °C. Se ajusta de forma favorable a cualquier condicién
de iluminacion. Crece de forma acelerada en lugares calmados y ricos en nutrientes, con
niveles altos de nitrogeno y fosfatos. Frecuentemente el hierro limita el desarrollo adecuado

de esta especie. Ademas, es tolerante a un amplio rango de pH, comprendido entre 4.5y
7(12,13)

Cultivo de lenteja de agua (Lemna minor)

El cultivo de la lenteja de agua se puede producir con bastante facilidad y bajo costo, incluso
sin la necesidad de utilizar medios de crecimiento o fertilizantes, ya que se caracterizan por
una alta tasa relativa de crecimiento (TRC). Esto significa que son capaces de producir
grandes cantidades de biomasa en poco tiempo y en estanques relativamente pequefios, llenos
de unos pocos centimetros de agua natural (30 a 50 cm de profundidad). El control y
seguimiento del medio acuético en el que crecen las plantas es especialmente importante. La
productividad de las lentejas de agua aumenta mas si se respetan las condiciones ecoldgicas
Optimas para el crecimiento, sin embargo, son generalmente amplias. Estos, aunque varian
ligeramente de una especie a otra, generalmente consisten en aguas moderadamente calidas,
soleadas y ricas en nutrientes, como se documenta en estudios ecoldgicos sobre algunas
especies de lentejas de agua del género Lemna.

En las Gltimas décadas, se ha vuelto comin su cultivo al aire libre, pero puede ser dificil de
optimizar y controlar operativamente. Sin embargo, las lentejas de agua también representan
un cultivo adecuado para la agricultura de interior, con la mayoria de las especies, debido a
su estructura plana particularmente adecuada para el cultivo en sistemas de varios niveles
(apilados) que utilizan espacio de piso interior de manera eficiente. El cultivo en interiores
también amplia el alcance de la manipulacion de cultivos y permite condiciones libres de
plagas e incluso condiciones estériles. Sin embargo, los parametros técnicos y operativos
requeridos para el interior eficaz a gran escala, han recibido escasa atencion en la
literatura®®,

Por otro lado, es importante anotar que crecimiento esporadico de la lenteja de agua inflige
graves dafios a recursos acuaticos con varias implicaciones econémicas. El denso y extenso
manto creado por la planta en el bloque de aguas superficiales y canales de agua hace que
actividades como el flujo de agua, la navegacion, canotaje, natacion y pesca se haga

407



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(2):404-424

imposible. Afecta también al riego, inunda canales, puede obstruir turbinas de hidroeléctrica
y perturba los campos de arroz. Una densa capa de lenteja de agua cierra e inhibe las plantas
acuaticas competidoras, incluidas algas que requieren la luz del sol. Por lo anterior se hace
importante un control integrado o estrategias que permitan su aprovechamiento.

De acuerdo con diversos objetivos y metas, serd necesario un cultivo 6ptimo de lentejas de
agua desde un punto de vista econémico e industrial. Se deben emplear varios métodos de
cultivo que utilizan diversos tipos de biorreactores y condiciones para su utilizacion como
recursos alimentarios, farmacéuticos, fitorremediadores y biocombustibles. La acuaponia
que combina la acuicultura y la hidroponia podria ser un sistema de produccién sostenible
para las plantas"®. Actualmente, la tecnologia permite la produccion en masa de buena
calidad mediante el control de las condiciones ambientales, como irradiacion de riego,
presion atmosférica, viento, velocidad, temperatura y humedad.

Composicién nutricional

En las Ultimas décadas, diversos estudios cientificos han destacado el valor nutricional de las
lentejas de agua, que por su aporte que podrian mejorar la calidad de los alimentos en el
futuro. Sin embargo, de acuerdo con estudios, el metabolismo de la planta y, por ende, su
composicién nutricional depende mucho de los nutrientes que se encuentren en la superficie
del cuerpo de agua en el que se encuentre. Estos factores sumamente importantes capaces de
influir en la composicion nutricional de la planta se ven reflejados en los diferentes resultados
obtenidos en cada estudio™®.

Proteinas

El contenido de proteinas de alta calidad alcanza valores del 20 al 35 % en materia seca,
cuando se cultiva en condiciones optimas, superior a la proteina presente en los cereales®.
Lo que hace que la biomasa de lenteja de agua pueda ser considerada como ingrediente para
la alimentacion animal o humana y puede contribuir a mejorar la seguridad alimentaria a
través del desarrollo de métodos sostenibles de produccion de alimentos de alto valor
nutricional®”. Se ha documentado que la produccion de proteina de las lentejas de agua por
area cosechada fue mayor que la de la soja, el arroz y el maiz; por lo tanto, podria resolver el
problema de la escasez de tierras de cultivo para producir alimentos®.

El perfil de aminoacidos de las lentejas de agua se destaca por sobre algunas fuentes de
proteinas de origen vegetal actualmente conocidas en la alimentacién humana; aspecto que
algunos autores, han llegado a relacionarla con un perfil de aminoacidos mas similar a la
proteina de origen animal®!®), Recientes estudios donde se analiz6 la composicion
nutricional de varios cultivos de lentejas de agua demostraron a diferencia de previos analisis,
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un contenido de aminoacidos como isoleucina, leucina, cisteina, metionina, treoninay valina
similares a las recomendaciones de consumo para la poblacion (Cuadro 1); ademas se puede
resaltar que las cantidades no fueron inferiores a las recomendadas por la OMS, 2007021,
Jahreis, et al®®, encontraron que la composicion de aminoécidos de la lenteja de agua es
comparable con la de las harinas de las legumbres como el garbanzo, el altramuz o el
guisante. Estudios de nutricién clinica han demostrado que los aminoacidos esenciales y el
contenido de vitamina Bi2 de las lentejas de agua son comparables a los guisantes y el
queso®).

Adicionalmente, su fuente de proteinas que podrian reemplazar la harina de soya se espera
que se utilicen como sustitutos para reducir la contaminacién ambiental creada por la
expansion del cultivo de soya®®. El consumo de proteina vegetal, en lugar de proteina animal
podria reducir el uso de energia y los gases de efecto invernadero y alivia los aspectos
negativos de la produccion de piensos®.

Cuadro 1: Contenido de aminoécidos de la lenteja de agua (Lemna minor)

Aminoéacidos G/100¢g
proteina
Cisteina CYS 0.9
Metionina MET 1.6
Asparagina ASP 8.2
Treonina THR 4.0
Serina SER 4.1
Glutamina GLU 9.8
Glicina GLY 4.6
Alanina ALA 5.1
Valina VAL 4.6
Isoleucina ILEU 3.7
Leucina LEU 7.3
Tirosina TYR 3.1
Fenilalanina PHE 4.4
Lisina LYS 5.0
Histidina HIS 1.5
Arginina ARG 4.8
Prolina PRO 3.8

Fuente: Appenroth, et al(®.
Grasas

Las grasas juegan un rol importante en la alimentacion del ser humano; pese a ser
estigmatizadas como nutrientes perjudiciales para la salud, en la Gltima década algunos
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estudios han demostrado el gran impacto que tienen éstas al contribuir como factores
protectores frente a enfermedades degenerativas como el alzhéimer, reduciendo el riesgo de
accidentes cardiovasculares e incluso, la mortalidad. Autores reportan un contenido de 4 al
6 % de contenido de grasa por peso seco®.

Se destaca un contenido aproximado de 30 % de &cidos grasos saturados, especificamente,
niveles altos de &cido palmitico. Recientemente, se ha demostrado en cuanto al aporte de
acidos grasos por parte de la lenteja de agua, se adapta muy bien a los requerimientos de la
poblacion humana, con aporte bajo de grasas y buena relacion de &cidos grasos
poliinsaturados frente a monoinsaturados, en general cercano o mas de la mitad del contenido
total de &cidos grasos oscilando entre el 55 al 63 %2, Asi mismo, es importante destacar la
presencia de acidos grasos poliinsaturados de clase n-3 (alfa-linolénico, eicosapentaenoico y
docosahexapentaenoico) importantes en el metabolismo humano actuando como
antinflamatorios®®. Otros autores han descrito que el 48 a 71 % de las grasas son &cidos
grasos poliinsaturados y la relacion entre acidos grasos omega 6 y omega 3 es de 0.5 0
menos®.

Hidratos de carbono y fibra

Diversos estudios con lentejas de agua han concluido que los almidones o carbohidratos,
tienen una representacion bastante baja en el analisis de composicion nutricional de estas
plantas; en el mejor de los casos los carbohidratos llegan a representar aproximadamente el
10 % del valor nutricional total de las lentejas de agua®®.

Algunos autores, han demostrado que el entorno de crecimiento, genética de la especie,
nutrientes del medio, rango temperatura, tiempo e intensidad luz solar incide en diferencias
en los componentes bioquimicos (proteina bruta, cenizas, celulosa, agua, grasas y minerales.
Se ha documentado que el contenido de proteina de la lenteja de agua depende principalmente
del contenido de nutrientes en el cuerpo de agua, mientras que la acumulacion de minerales
en el tejido de la lenteja de agua depende principalmente de las condiciones del agua en el
entorno de cultivo. Durante el cultivo artificial, el contenido de almidén, lipidos y proteinas
en la lenteja de agua se pueden controlar cambiando los factores afectando el entorno de
crecimiento de la lenteja de agua, como el valor de pH, temperatura, composicion del medio,
etc.®®,

Por otra parte, el contenido de fibra a diferencia de los carbohidratos es considerablemente
alto; en las lentejas de agua se puede encontrar hasta un 25 % del valor nutricional total en
fibra®®. Este alto contenido de fibra representa una excelente opcion en la inclusion en la
alimentacién humana que junto que con gran aporte de proteina y, el pequefio aporte de
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grasas y carbohidratos, resultarian ser de acuerdo con varios autores, completamente
beneficioso en los estilos de vida saludable®.

Minerales y elementos traza

La composicion nutricional en cuanto a minerales en las lentejas de agua, se caracteriza por
ser plantas ricas en potasio y hierro, y pobre en sodio; mientras que, en cuanto a
oligoelementos, se destaca el contenido de manganeso, zinc, cobre, entre otros (Cuadro 2).
Por otra parte, el contenido total de cenizas es moderadamente alto con rangos de hasta 18 %
en algunos estudios, sin embargo, estos valores pueden variar de acuerdo a la composicién
del medio(®29),

Cuadro 2: Aporte de oligoelementos de lentejas de agua en mg por kg de parte comestible

total
Oligoelementos mg / kg
Magnesio Mg 2850 + 710
Hierro Fe 230 + 90
Manganeso Mn 230 + 98
Yodo ' 0.39 +0.19

Cadmio Cd

Fuente: Ziegler P, et al,?®),

0.076 £ 0.145

Vitaminas

En lo que respecta a vitaminas, son pocos estudios en lentejas de agua que se han enfocado
en valorar la composicion nutricional y presencia de estos micronutrientes. La vitamina que
se encuentra en mayor cantidad en las lentejas de agua son los carotenoides, precursores de
la vitamina A; el carotenoide dominante en esta planta es la luteina, seguido por los B-
caroteno. Otros carotenoides se encuentran en cantidades mucho mas bajas, como el o-
tocoferol y zeaxantina®®?% (Cuadro 3).

Cuadro 3: Contenido de carotenoides en las lentejas de agua

Nutrientes Aporte
carotenoides

Luteina mg/100 g 40 - 80
[-caroteno mg/100 g 10-30
a-tocoferol mg/100 g 05-13
Zeaxantina mg/100 g 0.8-10

Fuente: Sree, K, et al®),

411



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(2):404-424

Alimentacién humana

En estudio desarrollado por la Comision Técnica de Nutricion, Nuevos Alimentos y
Alérgenos Alimentarios (NDA) sobre la seguridad del material vegetal completo de Lemna
minor y Lemna gibba como nuevo alimento de conformidad con el Reglamento (UE)
2015/2283 en 202217 para su consumo como verdura, se llevaron a cabo analisis
toxicoldgicos, nutricionales, microbiolégicos del polvo de lentejas de agua cultivadas en
invernadero bajo condiciones controladas. Segun los usos propuestos, la ingesta prevista y
los datos de composicion, la ingesta de metales pesados, microcistinas y micronutrientes,
excepto manganeso, no plantea problemas de seguridad para su consumo COMO NUevo
alimento. Sin embargo, los hallazgos sobre la neurotoxicidad y la posible mayor
susceptibilidad de algunos subgrupos de la poblacion general, la exposicién oral a manganeso
mas alla de la normalmente presente en alimentos y bebidas podria representar un riesgo de
efectos adversos para la salud sin evidencia de ningtn beneficio para la salud. Por otro lado,
la probabilidad de que el producto pueda desencadenar reacciones alérgicas en humanos es
similar al de otras verduras de hoja y, por lo tanto, el nivel de riesgo se considera bajo.

En esta investigacion se aportaron dos ensayos en humanos: uno aleatorio cruzado y otro
paralelo controlado con sujetos sanos. El panel de la comision observo que los estudios en
humanos proporcionados fueron disefiados principalmente para investigar los efectos
beneficiosos putativos y abordaron solo un numero limitado de criterios de valoracion
relevantes para la seguridad. El Panel considera que no se reportaron eventos adversos
relacionados con el consumo, sin embargo, se sefiala que no se pueden sacar conclusiones de
estos estudios sobre la seguridad del producto.

Por otro lado, en algunas partes del sudeste asiatico como Laos, Tailandia y Myanmar su
consumo es algo normal en preparaciones como ensaladas, sopas, curry o en tortillas, como
fuente de proteina vegetal, sin embargo, no ha sido incluida como parte de la dieta en paises
occidentales®,

La lenteja de agua ha demostrado tener un perfil de aminoacidos que favorecen en la
alimentacion de animales acuaticos y terrestres, un aporte de vitaminas y minerales que
contribuyen a su palatabilidad, una concentracion de grasas (4 al 7 %) y almidones (4 al
10 %) adecuados al compararlos con otros alimentos de origen vegetal como las leguminosas
secas; ademas, conociendo las tasas de pobreza en algunas poblaciones del mundo, y la
necesidad elevada de suplementacion nutricional en poblaciones con acceso limitado a una
alimentacion saludable podrian ser de gran relevancia en la alimentacién humana®®39,

En el caso de Tailandia, las lentejas de agua en su variedad de especies, es comercializada en
los mercados de verduras y su acogida en la poblacion como Khai Nam, Khai Pum y Khai
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Phae (traducido generalmente como “huevos de agua”) es destacada para la preparacion de
platos tradicionales locales como ensaladas, verduras al curry y tortillas®b.

Estudios israelies buscando comparar la respuesta glucémica posprandial y nocturna
utilizando unos batidos lacteos a partir de lentejas de agua de la especie Wolffia globosa,
observan en estas plantas una gran oportunidad en la alimentacién humana en especial, en
grupos poblaciones con dificultades en metabolismo de carbohidratos. Segln estas
investigaciones esta especie de alga podria servir como una fuente de proteina vegetal
alternativa emergente con potenciales efectos glucémicos posprandiales beneficiosos, sin
embargo, no se ha encontrado informacion cientifica con la especie Lemna minor@®),

Teniendo en cuenta el aporte nutricional de las lentejas de agua, especialmente su destacado
aporte de proteinas, grasas, betacarotenos, minerales y bajo aporte de carbohidratos ademas
de la ausencia de sustancias antinutricionales, las lentejas de agua (Lemna minor) podrian
representar una excelente opcion en el consumo, como suplemento en el patrén alimentario
de comunidades necesitadas a lo largo del mundo®?. Sin embargo, en casos de condiciones
de cultivo no controladas, y particularmente cuando los fertilizantes, pesticidas y otros
contaminantes organicos estan presentes en grandes cantidades en los sitios de cultivo o en
casos de contaminacion del agua por algas o microbios, la alta concentracion de
contaminantes o toxinas en esas plantas puede plantear un riesgo potencial para la salud
humana que se debe considerar®”. Por otra parte, Appenroth, et al®, indica que Wolffiela
hyalina y Wolffia microscopica son adecuadas para la nutricion humana, incluso en
comparacion con otras especies de lentejas de agua, respecto a la composicion de
aminoacidos y la distribucion de acidos grasos.

Alimentacion animal

El alto costo de los alimentos para crianza de animales ha motivado la bisqueda constante
de alternativas que permitan mejorar su produccion. En la actualidad, la harina de soya es
uno de los ingredientes alternativos més utilizados para reemplazar la harina de pescado en
los alimentos para animales debido a su alto contenido de proteinas y su perfil de aminoécidos
relativamente bien equilibrado, que generalmente puede satisfacer los requisitos de muchas
especies de peces. Sin embargo, la harina de soya ya tiene una gran demanda en la cadena
alimentaria humana, tanto directa como indirectamente en alimentos para animales terrestres
de granja. Esta competencia significa que la harina de soya es un ingrediente costoso y esto
puede limitar su uso como ingrediente para satisfacer las demandas futuras de alimento para
peces. Por lo tanto, existe una necesidad constante de encontrar otros ingredientes (insectos,
vegetales, algas, subproductos de organismos acuaticos) para reemplazar tanto la harina de
pescado como su principal sustituto, la harina de soya, en los alimentos para peces de cultivo.
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Idealmente, dichos ingredientes deberian ser no convencionales para evitar 0 minimizar la
competencia con otros sectores de alimentos para animales®?,

Entre estas alternativas, la lenteja de agua representa una gran oportunidad dado su
crecimiento acelerado y gran capacidad para adaptarse al medio en el que crecen; esto, sin
dejar de lado la fuente de proteina vegetal cruda que representan, sus aportes de minerales,
xantofilas y aminoacidos como lisina, treonina y valina®®3%, De alli la gran oportunidad
desde el punto de vista econdmico que puede representar.

En condiciones experimentales, la tasa de produccion puede acercarse a 183 t/ha/afio
extrapoladas de materia seca, aunque los rendimientos estdn mas cerca de 10-20 t de
MS/ha/afio en condiciones reales. Su uso mayormente se ha dado en una gran variedad de
animales de interés social como aves de criadero, rumiantes, no rumiantes y peces de
cultivo®, En las que, a lo largo de diferentes modelos de inclusion, se ha demostrado que
puede ser un buen complemento en la dieta alimentaria de ganado y peces®®37,

Modelos implementados en pequefias granjas en el continente asiatico enfocadas en la
recuperacion de flujo de nutrientes de los desechos animales, han utilizado la biomasa de
lenteja de agua resultante como un alimento fresco para patos, peces de cultivo y cerdos; todo
esto evidenciando contribuir en la correcta nutricion de estos animales y reduciendo costos
en la alimentacion(-3:39),

La lenteja de agua posee caracteristicas similares o superiores a las proteinas de origen
vegetal como leguminosas, sin embargo, es rica en algunos aminoacidos esenciales. En paises
asiaticos y latinoamericanos, existen reportes del uso de lenteja de agua en la dieta de cerdos
de crianza con una inclusién de hasta el 10 % del consumo total de alimentos, mostrando
excelentes resultados en la respuesta reproductiva de los mismos®?.

En paises latinoamericanos como México y Venezuela, se utiliza la lenteja de agua con el fin
de alimentar cerdas gestantes y lechones, reemplazando la proteina proveniente de torta de
soya en un 80 % o en conjunto de harina de pescado, con muy buenos resultados en
produccion®. De acuerdo con algunos autores, la lenteja de agua alcanza niveles de proteina
hasta un 38 % de su biomasa. Este aporte de proteina y su facilidad de cultivo, ha permitido
ensayos como alimento para patos domesticos, obteniendo resultados en aumento de peso y
produccion de huevos comparables al suplemento proteinico usual, con la ventaja de
presentarse una disminucion de un 25 % en los costos de alimentacion en paises asiaticos®®.

Otros modelos de agricultura han implementado la lenteja de agua como un cultivo de forraje
para la crianza de ganado teniendo en cuenta que, la biomasa de la lenteja de agua posee un
contenido de proteina de mas del 30 % del peso seco; representando un excelente
complemento en la alimentacion de los animales de crianza, sostenibilidad ambiental y
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reduccion de costos®®. Cuando es utilizada como Gnica fuente de alimentacion, a una tasa
que no debe exceder el 6 % del peso corporal (base seca), los resultados son muy inferiores
a los obtenidos con las dietas convencionales, momento en el cual dejan de ser
potencialmente benéficas; sin embargo, las experiencias en policultivos han demostrado que
la suplementacion con lenteja de agua incrementa la produccion por hectarea®. De esta
forma, durante més de 50 afios la ciencia ha investigado las diferentes alternativas que
representa la lenteja de agua en la alimentacion de diferentes especies de animales de
consumo, dando resultados prometedores al ser una fuente rica y sostenible de proteina.

Ahora, algunas investigaciones sobre alimentacién con lenteja de agua seca, Lemna minor,
como fuente proteica en la dieta de alevines de carpa comdn, han demostrado que no hay
diferencias significativas en el crecimiento y desarrollo de los peces que son alimentados con
dietas suplementadas hasta con un 20 % de lenteja de agua, frente al forraje de proteina de
pescado de uso comun. Mostrando que, una dieta que constara de hasta un 20 % de contenido
a partir de lentejas de agua, podria usarse como un reemplazo completo del alimento
comercial en la formulacion de la dieta para alevines de carpa comdn, lo que permite
reduccion de costos“?.

De acuerdo a investigaciones realizadas por Goswani et al®V al evaluar el impacto de la
proteina a partir de lentejas de agua seca (L. minor) comparado con el impacto de las dietas
estandar y comercial de los alevines de rohu Labeo rohita (carpa nativa de los rios de India
y regiones asiaticas), se identificaron ligeras modificaciones en la actividad enzimatica
digestiva de los peces. La dieta con proteina a partir de las lentejas de agua, estimula las
actividades de amilasa, tripsina y quimotripsina las cuales fueron significativamente mas
altas en comparacion con otras dietas, pero sin alterar o modificar la tasa de crecimiento de
los peces. En este sentido la inclusion de lenteja de agua cruda en el alimento reemplazando
cantidades de hasta el 30 % de harina de pescado en la dieta puede ser bien tolerada por los
peces de criadero sin afectar el crecimiento®?,

En el caso de los peces de cultivo para consumo humano se ha investigado en recientes
estudios, la transferencia del metal pesado toxico como el cadmio, de la lenteja de agua
(Lemna minor) a la tilapia de agua dulce (Oreochromis mossambicus). En donde a través de
analisis de regresion se encontraron correlaciones significativamente positivas entre la
concentracion de cadmio en la lenteja de agua y en la carne de tilapia de agua dulce,
concentraciones que especialmente se encontraban en mayor cantidad en los tejidos de
intestino, masculo comestible y restos. Desde esta perspectiva, los analisis, sugieren la
evaluacion de riesgos de toxicidad“?. En otros estudios se ha investigado el potencial de la
lenteja de agua como alimento animal a través del proceso de fermentacion con la
incorporacion de dos cepas probidticas Bacillus strains, y B. subtilis, que han demostrado
beneficios para la salud de las aves de corral, con lo cual se ha demostrado que la lenteja de
agua es un prometedor recurso alternativo y tiene la oportunidad de convertirse en un recurso
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valioso en multiples industrias como la de alimentos, biocombustibles, productos
farmaceéuticos y para la fitorremediacion de aguas residuales. Con potencial para aumentar
la sostenibilidad, la seguridad alimentaria y reducir el impacto ambiental“,

Impacto ambiental de las lentejas de agua

Con la industrializacion y el incremento de la produccion de necesidades a gran escala por la
sociedad, la contaminacion de los cuerpos de agua tanto superficiales como subterraneos se
han convertido en una gran problematica de impacto ambiental y social®.

La acumulacion de numerosas sustancias toxicas en aguas ha llevado a la busqueda de
opciones econdémicas y al alcance, que permitan identificar el nivel de toxicidad que pudieran
tener estos espacios naturales. Es asi, como recientemente el uso de los cultivos de lentejas
de agua (Lemna minor y Lemna gibba) han permitido ampliamente el analisis de la toxicidad
trasmitida por el agua a organismos superiores en la cadena bioldgica (animales y
humanos)“),

Otras investigaciones, en donde se utilizaron pardmetros de crecimiento y criterios de
valoracion como el contenido de pigmento, actividad de peroxidasa, peroxidacion de lipidos
y ensayo cometa alcalino para detectar los efectos toxicos y genotdxicos de muestras de agua
superficial en plantas de lenteja de agua, lograron indicar la capacidad de biomarcadores
seleccionados para predecir los efectos fitotoxicos y genotoxicos de mezclas complejas de
agua en los organismos vivos, asi como la relevancia de la lenteja de agua como un indicador
sensible de la calidad del agua®®).

La inhibicion del crecimiento y reduccion en el pigmento fotosintético de esta planta al crecer
en ambientes de aguas contaminadas ha permitido su uso como biomarcadores eficaces en la
deteccion no especifica de componentes tdxicos en los cuerpos de agua. Sin embargo, es de
reconocerse que pese a ser un buen indicador de contaminacion en el agua, la lenteja de agua
no permite determinar por si misma, la naturaleza de los agentes o sustancias responsables
de dicha toxicidad“?.

En recientes estudios pese a la imposibilidad de identificar estos agentes toxicos a partir de
la lenteja de agua, han logrado documentar la capacidad de adaptacion que tienen para llegar
a metabolizar algunas de estas sustancias como niquel y amoniaco llevando en un tiempo
prudente, la calidad de los cuerpos de agua a niveles aceptables, proceso al que se le conoce
como, fitorremediacion de los cuerpos de agua®®.

Se ha demostrado que las plantas acuéticas tienen una gran eficiencia para la eliminacion de

sustancias organicas e inorganicas contaminantes®®. Lemna minor se ha aplicado
ampliamente para la remediacion de diversos contaminantes quimicos. La planta se usa por
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separado 0 en combinacién con otras macrofitas acuaticas como una tecnologia de
tratamiento de la contaminacion de base ecoldgica®®. Se ha reportado a L. minor como un
microfito flotante muy exitoso para la fitorremediacion de contaminantes organicos; fue la
planta mas efectiva en el tratamiento de aguas residuales para la remediacion de efluentes
municipales. Hubo 98.8 % de remocion para nitrogeno total y fésforo con un mayor nivel de
disolucion de oxigeno debido a una mejora de la carga de nutrientes por la lenteja de agua®V.
La lenteja de agua ha mostrado un gran potencial para la fitorremediacion de contaminantes
organicos, metales pesados, agroquimicos, productos farmacéuticos, de cuidado personal,
desechos radiactivos, nanomateriales, hidrocarburos de petréleo, tintes, toxinas y
contaminantes relacionados®?. Sustancias que representan un grave riesgo para el medio
ambiente y todas las formas de vida, porque pueden ser persistentes, se transporta facilmente
a través de los medios y puede provocar el envenenamiento de los tejidos y 6rganos®25354),
Tufaner® informé mas del 90 % de eliminacion de metaloides pesados (cromo, zinc,
aluminio, arsénico, cadmio, cobalto, cobre, plomo y niquel) mientras que el 83 % para el
mercurio en una mezcla de humedal con L. minor. Por otra parte, Lemna minor muestra un
aumento en porcentaje de absorcion de cromo de 6,1, 26,5, 20,5, y, 20,2 % a una
concentracion de exposicion diferente de estrés de cromo®®®”),  Adicionalmente,
investigaciones realizadas con relacion de productos quimicos agricolas como fertilizantes,
plaguicidas, herbicidas y fungicidas demuestran que las lentejas de agua pueden acumular y
degradar estos agroquimicos®®5°€9 | a lenteja de agua tiene la capacidad de conservar la
naturaleza actuando como un hiperacumulador. Su amplia aplicacion de la planta se debe a
su naturaleza ubicua, mecanismo invasor, capacidad reproductiva esporadica, potenciales de
bioacumulacion y resiliencia en ambientes contaminados(®Y.

Toxicidad y sustancias antinutricionales

Estudios han destacado la presencia de componentes, sustancias o factores antinutricionales
en la lenteja de agua®. Tras diversos ensayos de toxicidad, se descubri6 que las lentejas de
agua son altamente sensibles a las triazinas, las sulfonureas y las piridinas, compuestos
actualmente catalogados como toxicos con gran impacto contaminante en el medio ambiente
y que, dada la forma de nutricién de esta planta, pueden llegar a absorberlos. Sin embargo,
muchos autores destacan que las cantidades en esta planta de estos compuestos son pequefias,
y que podrian ser susceptibles a desnaturalizarse al someterse a tratamientos térmicos(®?).

Por otra parte, los factores antinutricionales son sustancias o compuestos que tienen la
capacidad de interferir en la utilizacion o aprovechamiento biol6gico de un alimento o
nutriente, afectando la salud de una persona y algunos o varios de los procesos fisioldgicos
del organismo. Algunos autores, han reportado la presencia de taninos y &cido fitico en las
lentejas de agua en concentraciones de 0.02 y 0.09 % respectivamente®,
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Asi mismo, otros estudios evidenciaron concentraciones de inhibidores de tripsina en un
1.47 %, oxalatos de calcio en 3.5 % y taninos en concentraciones mucho mas altas que
estudios previamente citados 0.9 % ©4. Sin embargo, recientes investigaciones han destacado
concentraciones bajas de cianida a 0.15 %, acido fitico 0.58 % y taninos 0.48 % al analizar
gran variedad de cepas de lentejas de agua; asi mismo, se sometieron estas muestras a
tratamientos térmicos donde se evidencio la desactivacion o inhibicion de estas sustancias,
eliminando asi, la toxicidad que podria implicar el consumo de la planta®®.

De acuerdo con investigaciones desarrolladas por Sree, et al®® paradete rminar los efectos
citotoxicos y la actividad anti-proliferativa en lineas celulares humanas de varias especies de
lenteja de agua, entre las cuales se encuentra L. minor, se comprobd que los extractos de
plantas enteras no tienen ningln efecto adverso detectable en lineas celulares humanas, lo
que se constituye como un paso para asegurar el uso global de la lenteja de agua como un
componente de nutricién humana.

Conclusiones

En los ultimos afios la lenteja de agua ha tomado un papel destacado en la biotecnologia y
aplicaciones agricolas. Podria ser potencialmente un recurso importante como fuente
alternativa de alimentacion humanay animal. Se ha utilizado como alimento en materia cruda
0 procesada para produccion de harina, lo que la hace interesante en la industria de alimentos
para animales, la acuicultura, los suplementos para la salud, los biofertilizantes, los
biocombustibles y productos alimenticios emergentes para humanos.

Por otra parte, se ha demostrado su fuerte potencial para la fitorremediacion de contaminantes
organicos, metales pesados, agroquimicos, productos farmacéuticos, productos de cuidado
personal, desechos radiactivos, nanomateriales, hidrocarburos de petrdleo, tintes, toxinas y
contaminantes relacionados. La amplia aplicacién de la planta se debe a su omnipresente
naturaleza, mecanismo invasivo, capacidad reproductiva esporadica, potenciales de
bioacumulacion y resiliencia en ambientes contaminados.

Los nutrientes en el agua en la que se cultiva afectan criticamente su valor nutricional, por lo
que es probable que deba descontaminarse antes de alimentar a los animales si hay metales
pesados en el agua, dado que la lenteja de agua los concentra. En este sentido, es importante
destacar la escasez de estudios acerca del uso de estas plantas en la alimentacién humana;
por lo que se hace necesario continuar investigando para determinar el rol que podrian tomar
e incluirse en la dieta del ser humano y la seguridad asociada a su consumo continuo,
rendimiento a gran escala, suministro de mercado econdémico y sostenibilidad.
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A pesar de los desafios y las lagunas de conocimiento, existen oportunidades realistas para
desarrollar y operar un cultivo controlado, autonomo y de alta capacidad de lenteja de agua
bajo condiciones de interior, para una amplia gama de propdsitos que aseguren las
caracteristicas del producto final. Es de anotar que el crecimiento acelerado, el impacto del
cambio climatico, la disminucién de tierra cultivable, el agotamiento del suelo, nutrientes y
suministro de agua dificultan cada vez mas la obtencion de alimentos de calidad y en las
cantidades que se requieren.
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Resumen:

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos de diversos generos.
Dentro de las micotoxinas mas importantes se encuentran aquellas producidas por hongos
del género Fusarium sp., el cual puede dividirse en varios grupos para su estudio que son el
grupo de los tricotecenos (y toxina T-2), de las fumonisinas, principalmente fumonisina B1
(B1, B2, B3, B4, A1 Y A2) y de la zearalenona de efectos estrogénicos. Aunque las
fusariotoxinas causan efectos similares debido a que comparten el mismo mecanismo de
accion; mediante la alteracion de sintesis de proteinas en las aves intoxicadas, es importante
mencionar la incidencia, asi como las caracteristicas entre cada una de ellas. Es por esto que
en cada apartado se describen las caracteristicas de cada grupo mencionado.
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Introduccion

Dentro de la produccion pecuaria, el alimento ocupa entre el 65y 70 % del costo total de la
produccion; sin embargo, a pesar de los constantes esfuerzos encaminados a lograr la
inocuidad de los alimentos destinados a la produccion animal, alin existen factores que
disminuyen su calidad, como son agentes bioldgicos patdgenos (como ejemplos Salmonella
spp., E. coli, Listeria spp., Campylobacter spp.), sustancias quimicas (fungicidas, herbicidas
e insecticidas) y presencia de hongos (Fusarium, Penicillium, Mucor etc.)®. La
contaminacion por hongos se puede dar bajo diversas condiciones asociadas tanto a factores
medioambientales, como factores asociados al hongo, por ejemplo tamafio y especie®.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos®),
considerados como sustancias tdxicas que se presentan como compuestos organicos de bajo
peso molecular, razén por la cual no poseen caracteristica de inmunogenicidad. La
produccion de micotoxinas depende de una serie de factores ambientales como humedad,
temperatura, ventilacién, constitucion del sustrato en el que se desarrolla el hongo, lesiones
a la integridad de los granos, e interaccion entre los diversos hongos presentes en los
sustratos®. Se menciona que el 25 % de los cultivos en todo el mundo estan contaminados
con micotoxinas®.

Fusariotoxinas

Dentro de las toxinas reportadas con mayor incidencia dentro de la produccién animal se
encuentran las producidas por distintas especies de hongos del género Fusarium sp, las cuales
son capaces de inducir efectos agudos, asi como efectos crénicos, dependiendo del tipo de
micotoxina, el nivel y duracién de la exposicion, la especie y edad del animal.

Las especies aviares son consideradas resistentes en cuanto a la presentacion de la
intoxicacion por fusariotoxinas, lo cual ha sido explicado ya sea por la baja sensibilidad a los
mecanismos de toxicidad o por diferencias en las propiedades toxicocinéticas®. Estas
especies fungicas se han clasificado dentro del grupo de hongos de campo, requiriendo los
granos un alto porcentaje de humedad (aproximadamente de 20 a 22 %), para la produccion
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de las micotoxinas. El principal sustrato donde se observa la produccion de fusariotoxinas es
el maiz; sin embargo, también se ha reportado su crecimiento en otros sustratos como sorgo,
trigo, avena, cebada y soya. Las fusariotoxinas a su vez, son clasificadas en tres grupos para
su estudio, dentro de los cuales se encuentra el grupo de los tricotecenos (el cual se clasifica
a su vez de acuerdo a la presencia o no de un anillo macrociclico en su estructura quimica),
el grupo de la zearalenona y el grupo de las fumonisinas (Cuadro 1).

Cuadro 1: Micotoxinas producidas por hongos del género Fusarium sp.
Micotoxinas producidas Especies de hongos productores

o Tricotecenos Fusarium tricinctum, F. sporotrichioides, F.
graminearum, F. kulmorum, F. poae, Fusarium
cephalosporium, F. myrothecium, F. acuminatum,
F. nivale, F. oxysporum, F. solani

o Zearalenona Fusarium graminearum, F. kulmorum, F. poae, F.
roseum, F. moniliforme, F. avenaceum, F.
equiseti, F. nivale

o Fumonisinas Fusarium proliferatum, F. verticillioides, F.

oxysporum
Adaptado de1.9495)-

Los estudios experimentales han coincidido, en que el principal efecto de las toxinas
producidas por Fusarium sp., incide directamente sobre la integridad intestinal (aumento de
la permeabilidad intestinal), efecto correlacionado a su vez con una disminucion en la
respuesta inmune del animal (alteracién en la produccion de células participantes en la
respuesta inmune)"®). Ambos efectos tienen su origen en la alteracion de la sintesis proteica
que se realiza en los distintos procesos metabdlicos en el animal®!. Es importante
mencionar que independientemente de la micotoxina o micotoxinas que estén presentes en el
alimento, las células del tubo digestivo son las primeras en estar en contacto con las
micotoxinas; esto significa que posiblemente el epitelio intestinal en toda su extension, puede
resultar comprometido incluso antes de comenzar la absorcion de los alimentos, y a su vez,
también verse afectado por micotoxinas que tengan un bajo porcentaje de absorcién, como
fumonisinas y deoxynivalenol. Aunque las fusariotoxinas puedan tener mecanismos de
accion similares entre ellas, es importante mencionar las caracteristicas individuales de cada
unab,
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Generalidades de tricotecenos

Se han identificado méas de 150 tipos diferentes de tricotecenos, y se ha establecido que, con
base a su ocurrencia en alimentos, los de mayor prevalencia, son toxina T-2, deoxynivalenol
(DON o vomitoxina), y diacetoxyscirpenol (anguidina), los cuales en su estructura quimica
constan de un esqueleto sesquiterpeno tetraciclico, un anillo de oxano, y un grupo epoxido
(12,13- epoxitricoteceno) estable que le confiere su toxicidad (Cuadro 2)("). Los principales
sustratos donde se puede encontrar presencia de tricotecenos son principalmente maiz, trigo,
cebada, avena, arroz y soya. A grandes rasgos se considera a los tricotecenos como
citotoxicos, inmunosupresores e inhibidores de la sintesis proteica®. Aunque de manera
general los tricotecenos puedan causar efectos gastrointestinales, dermatotoxicos,
inmunotdxicos y genotoxicos, se ha reportado que bajo una intoxicacion aguda se podran
identificar por inflamacion evidente en piel, diarrea, edema, necrosis dérmica, hemorragias
en mucosa del tracto gastrointestinal y alteraciones negativas sobre parametros
productivos(*?1314),

Cuadro 2: Diferencias estructurales en los tricotecenos presentes en la produccion avicola

H3C

R5

Tricotecenos R1 R2 R3 R4 R5

Tipo A

Toxina HT-2 OH OH OAc H OCOCH2CH(CH3)2
Toxina T-2 OH OAc OAc H OCOCH2CH(CH3)2
Diacetoxyscirpentriol OH OAc OAc H H

Tipo B

Deoxynivalenol OH H OH OH

3-acetil-deoxynivalenol OAc H OH OH
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15-acetil-deoxynivalenol  OH H OAc OH
Nivalenol OH OH OH OH
Fusarenona X OH OAc OH OH 0]

Adaptado de 19),
Toxina T-2
Caracteristicas principales y estructura quimica

La toxina T-2 como perteneciente al grupo “A” de los tricotecenos, contiene en su estructura
quimica tetraciclica un sistema sesquiterpenoide y un grupo epdxido-tricoteceno en C-12 y
C-13. Principalmente se puede encontrar en maiz, trigo, avena y cebada®®1®),

Se ha determinado que el principal hongo productor de esta micotoxina es Fusarium
tricinctum, sin embargo, puede ser producida a su vez por Fusarium acuminatum, nivale,
oxysporum, poae, solani y sporotrichioides. En relacién a esto, las condiciones ambientales
requeridas para la produccion del hongo son una temperatura ambiental promedio de 18 a
30° C, asi como una humedad relativa alrededor de 95 % y un valor de actividad del agua
(AW) mayor a 0.88 (el cual debera ser de 0.91 para que el hongo produzca la micotoxina)®”.
La estructura quimica de esta micotoxina, la convierte en un compuesto no volatil soluble en
acetona, cloroformo y alcohol etilico; es de bajo peso molecular (aproximadamente de 466.52
g/mol) y se describe como una micotoxina altamente resistente al calor (200-210 °C) y
radiacion UV, por lo tanto no se inactiva facilmente en etapas durante el procesamiento del
alimento; sin embargo, se ha reportado que la adicidn de hipoclorito o hidroxido de sodio por
un periodo de 4 h puede funcionar como método de inactivacion®®),

Se ha reportado, que los niveles maximos permitidos dentro de la regulacion Europea en
alimento terminado para toxina T2 va de los 0.2 a los 2 mg/ kg de alimento terminado*®20) y
se ha establecido como DLso! una concentracion de 4.97 mg/kg de alimento y 10 mg/ kg
como DLpv2®. Se debe considerar que la toxina T-2 puede generar interacciones en
presencia de otras micotoxinas, éstas seran de tipo aditivo en presencia de deoxynivalenol
(DON), ocratoxina A (OTA) y fumonisina B1 y de tipo sinérgico en presencia de nivalenol
y aflatoxinas2,
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Metabolismo

Las principales rutas mediante las cuales la toxina T-2 sera metabolizada en las aves son la
de-epoxidacion y de-acetilacion principalmente®®. En el caso de la de-epoxidacion, que es
la ruta mas comun, el resultado sera la pérdida del grupo “epoxido”, el cual le confiere la
toxicidad a la micotoxina mientras que durante la pérdida del grupo “acetil” el resultado sera
la obtencion de metabolitos secundarios de la toxina como son HT-2 y T2-tetraol©.

Mecanismo de accién y principales efectos en aves

La toxina T-2 y sus derivados basan su toxicidad en la alteracion negativa que ocasionara
sobre la sintesis proteica, de ADN y ARN, asi como sobre el ciclo celular en distintos tipos
de células y su capacidad de inducir apoptosis y necrosis, ademéas de peroxidacion lipidica,
principalmente en células de tipo labiles o de produccion activa. Interacciona con la peptidil
transferasa de la subunidad 60s ribosomal inhibiendo la formacién de nuevos enlaces
peptidicos®”. La apoptosis ocasionada por la toxina T-2 fue evidenciada en lineas celulares
como Vero y hepatocarcinogénicas de humano®®. Aunado a eso, se ha reportado que la
toxina T2 reduce los parametros productivos, siendo la exposicion a la toxina por via oral la
principal ruta de acceso al organismo®®.

Efectos en sistema inmune

En general la toxina T-2 tiene un efecto inmunodepresor de tipo tiempo/dosis-dependiente,
ya sea altas concentraciones durante un corto periodo o bajas concentraciones de manera
continua®®. Se ha reportado la presencia de leucopenia que conlleva a un aumento en la
susceptibilidad a infecciones secundarias (Listeria monocytogenes y Salmonella sp). Se ha
relacionado también a la toxina T-2 con una disminucion en la cantidad de anticuerpos contra
la enfermedad de Newcastle e infeccion de la bolsa de Fabricio®®. Ademas, se ha descrito
que puede actuar como inmunoestimulante, al incrementar los niveles de IgA; esto
relacionado con la activacion anormal y transitoria de genes involucrados en la respuesta
inflamatoria®®2”, Se menciona también que puede alterar la maduracion de las células
presentadoras de antigeno modificando los niveles de anticuerpos por proliferacion de
linfocitos conduciendo a un aumento en la susceptibilidad ante agentes infecciosos®?.

Efectos sobre sistema digestivo

Aunque la toxina T-2 tiene una rapida absorcion en tracto gastrointestinal y una eliminacion
aproximadamente de 80 a 90 %1, su toxicidad se efectlia principalmente durante la
circulacion enterohepatica, y el efecto negativo que tiene sobre higado es la disminucién de
la actividad enzimatica necesaria para el metabolismo de sustancias toxicas y la induccién de
lipo-peroxidacion, que como consecuencia resultard en la formacién de radicales
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libres1®3132)  Es importante mencionar que la alteracion sobre mucosas sera una
caracteristica evidente relacionada con el diagnostico de una micotoxicosis causada por
tricotecenos especialmente por toxina T-2, esto relacionado con el efecto caustico propio de
la toxina, y serd visible particularmente en cavidad oral, observandose como lesiones
dermonecréticas que irdn de una coloracion blanquecina al inicio de la exposicion a una
coloracion negra en exposiciones cronicas. También podran observarse lesiones necrdticas
en molleja, mucosa intestinal, proventriculo e higado®®34),

Efecto en sistema nervioso y desempefio productivo

El efecto sobre sistema nervioso se da por la inhibicion de sintesis proteica, lo cual conlleva
al aumento de la concentracién del aminoacido triptofano, precursor de serotonina,
aumentando a su vez la concentracion de esta Gltima, ocasionando asi la activacion de
neuronas serotonérgicas®3), La presencia sinérgica de DON con toxina T-2 puede
incrementar este efecto, y observarse anorexia, problemas locomotores y vomito®¢3"), debe
considerarse también las lesiones presentes en cavidad oral, que contribuiran a la disminucién
de consumo, afectando asi el peso corporal al final del ciclo, observandose ademas una
deficiente uniformidad en la parvada®®383%, En el caso de aves de postura se podra observar
una disminucién en la produccién de huevo, asi como en la calidad del cascaron y la
incubabilidad®®,

Deoxynivalenol

El Deoxynivalenol, también conocido como DON o vomitoxina, es una fusariotoxina comun
en aves de produccion, las cuales pueden ser mas resistentes que otras especies de
consumo®+2149) Deoxynivalenol, puede encontrarse en productos terminados como pasta,
pan, galletas y cerveza. Aungue se considera como una micotoxina teratogénica, no se ha
clasificado como carcinogénica, mutagénica o genotoxica.

Caracteristicas y metabolismo

DON es un compuesto estable polar organico con una alta resistencia a medios con pH acido
y altas temperaturas (hasta 180 °C). Contiene en su estructura tres grupos hidroxilo libres
asociados a su toxicidad®?. La menor susceptibilidad de las aves se ha relacionado con su
bajo porcentaje de absorcidn intestinal, el cual es aproximadamente del 5 al 20 %, mientras
gue su excrecion es de 78.6 a 98.5 % principalmente por via biliar, en un periodo de 24 a 72
h(“344) En el caso de las aves, las principales vias metabodlicas de DON son sulfatacion,
glucoronidacion y de-epoxidacion®®. Cuando DON es metabolizado a través de procesos de
acetilacién se obtendran compuestos como 3-acetil-DON y 15-acetil-DON, los cuales
también pueden ser encontrados en los alimentos, y su importancia radica en que pueden
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revertir con facilidad a DON recuperando su toxicidad“®, Otros compuestos derivados de
deoxinivalenol son DON- 3- glucosido, asi como compuestos enmascarados que han cobrado
importancia por su capacidad de recirculacién en el organismo, recuperando su caracteristica
de toxicidad; ademas se han reconocido con la capacidad de producir efectos toxicos mixtos,
ocasionando efectos adversos en el bienestar animal y productividad(54748),

Inhibicion de sintesis proteica

La inhibicion en la sintesis proteica se dara cuando DON forma una unidn a traves de la union
de su grupo epoxido con la fraccion 60s ribosomal, ocasionando una alteracién en la union
de ésta con la fraccion 40s, impidiendo la traduccién del RNA mensajero e impidiendo la
unién de aminoacidos a la cadena polipeptidica, ya sea en la elongacion o durante la
terminacion de la sintesis proteica, generando ademas un incremento en la cantidad de
polirribosomas (80s), ya que se inhibe el desacoplamiento de RNA mensajero y la liberacion
de la cadena peptidica®). También se ha descrito que puede alterar la actividad de la enzima
peptidil transferasa ribosomal mediante la formacién de enlaces peptidicos entre los
aminoacidos®“®4%. Cabe mencionar que los cambios en la conformacion de los ribosomas
pueden inducir una respuesta al estrés conllevando asi a una activacién de proteinas quinasas
activadas por mitdgenos (MAPKs)®Y),

Efecto sobre sistema inmune

Se ha observado un incremento en la concentracion de IgA sérica, la cual se ha relacionado
con la inhibicion de la sintesis proteica de componentes proteicos necesarios para el
transporte de IgA hacia sistema hepatobiliar?. Alteraciones en la inmunidad humoral a
causa de una intoxicacion por DON se han determinado mediante la evaluacion de la
respuesta hacia la vacunacion, principalmente contra virus de la enfermedad de Newcastle y
virus de bronquitis infecciosa, observandose una disminucion en los titulos de anticuerpos.
En el caso de la inmunidad celular se ha observado principalmente la induccién de apoptosis
en células leucocitarias como linfocitos T, B y macréfagos, asi como la alteracion de la
activacion de linfocitos T CD4 y CD8 a CD4* y CD8", ademas de una reduccion en la
concentracion sérica de TNF- o®Y. DON tiene la capacidad de alterar la expresion de genes
que codifican para la produccion de citocinas proinflamatorias y quimiocinas®?. Esto se ha
relacionado ademas con la activacion de genes que codifican también para la activacion de
la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) y del Factor nuclear Kappa de celulas B activadas (NF-
KB)@),

Efecto sobre salud intestinal

Se sabe que el deoxinivalenol es un potente compuesto anoréxico y emético; esto debido a la
alteracion en la regulacién de varias vias de sefializacion. Estas alteraciones pueden afectar
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la secrecion de hormonas anorexigénicas u orexigénicas, como la serotonina, liberada por las
células enterocromafines o de Kulchitsky. Asi también, se ha observado que el DON, al
causar supresion severa de procesos de sefializacion de citocinas, genera la activacion de
citocinas proinflamatorias, afectando la sefalizacion de la hormona de crecimiento por
supresion de dos proteinas, las cuales son la subunidad &cido 1&bil hepatica como factor de
crecimiento tipo insulina y el factor de crecimiento tipo insulina 142, Se menciona, ademas,
un aumento de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) en jejuno, atribuido
principalmente a la disminucién de espacio entre las uniones estrechas y disminucion de la
permeabilidad paracelular a iones®?),

Efecto de DON sobre productividad

En el caso de gallinas de postura, se ha descrito que bajo una concentracion de 2 a 3 mg
DON/kg de alimento, se puede observar una ligera disminucion en la produccion de huevo;
sin embargo, la fertilidad e incubabilidad pueden mantenerse sin alteraciones bajo esta misma
concentracion>#), Es importante mencionar que de acuerdo a la dosis ingerida los efectos
pueden variar, siendo asi que con el consumo de altas concentraciones (5 a 10 mg/kg de
alimento) de deoxinivalenol se puede observar diarrea, impidiendo que el animal asimile
correctamente los nutrientes, retrasando su crecimiento y causando desuniformidad en la
parvada®®, En el caso del consumo de bajas concentraciones, se ha observado anorexia y
retraso en el crecimiento®49),

Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de toxinas producidas por varias especies de hongos (Cuadro
1) dentro de los cuales los principales productores de fumonisinas son: Fusarium
verticillioides y F. proliferatum®”. Estos hongos se van a encontrar como comunes
contaminantes de sustratos como maiz, arroz, sorgo, cebada, cacahuate y algoddn, donde su
crecimiento Optimo sera en temperaturas entre 22.2 a 27.5 °C con un AW de 0.97- 0.98 para
la produccion de la toxina®®6),

Caracteristicas principales y metabolismo

Existen seis tipos de fumonisinas, la B1, B2, B3, B4, Al y A2 (Cuadro 3); sin embargo, las
mas importantes por su nivel de incidencia y toxicidad son las B1 y B2. La estructura basica
de las fumonisinas consiste en una alquilamina de 20 carbonos, con uno o dos grupos
hidroxilo y uno o mas grupos metilo o &cido tricarballilico esterificado®?. Las fumonisinas
son compuestos polares solubles en agua y en compuestos organicos como el metanol y el
acetonitrilo, pero son insolubles en compuestos no polares, lo cual a su vez facilita su
eliminacion del organismo®. En el caso de las aves, actualmente se sabe que, al igual que
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los cerdos, también se generan derivados acetilados o hidrolizados (HFB1) como producto
de la acetilacion posterior a la hidrolisis, esto como parte de los mecanismos de toxicidad
asociados a su metabolismo en el organismo©26,

Cuadro 3: Estructura quimica bésica de las fumonisinas B1, B2, B3y B4

O COOH
COOH

Z"“
I
\%]

OH
(@]
COOH
@] COOH

Fumonisina B1 R1=0H; R2=0H; R3=0H
Fumonisina B2 R1=0H; R2=0H; R3=H
Fumonisina B3 R1=H; R2=0OH; R3=0OH
Fumonisina B4 R1=H: R2=0OH: R3=H

Adaptado de (66.96-98),
Mecanismo de accion de las fumonisinas

El mecanismo de accion de las fumonisinas, se basa en la interferencia en el metabolismo de
los esfingolipidos por inhibicion competitiva con la esfinganina procedente de la sintesis de
novo y la esfingosina procedente del turnover de esfingolipidos, generando un cumulo de
bases esfingoides, bloqueando la sintesis de esfingolipidos complejos, mediante la inhibicion
de la enzima ceramida sintasa>®%6") Ademas, la esfingosina y esfinganina tienen efectos
proapoptdticos, citotdxicos e inhibidores del crecimiento®®. Los esfingolipidos pueden
actuar como primeros y segundos mensajeros en una variedad de vias de sefializacion,
ademéas de tener una funcion vital en la formacion de microdominios de membrana
denominados rafts lipidicos®®. La ceramida esta implicada en los procesos de diferenciacion,
senescencia y muerte celular. La esfingosina 1- fosfato (S1-P) en cambio, promueve la
supervivencia y proliferacion celular®8"), La consecuencia inmediata de la inhibicion de la
ceramida sintasa es la acumulacion de la base esfingoidea que funciona de sustrato, la (Sa)
esfinganina y en menor grado de (So) esfingosina®. El higado y los rifiones son los
principales organos blanco, aunque se ha observado variaciones en funcion de la especie, de
la dosis y del sexo’™_ El tracto gastrointestinal también puede ser un 6rgano blanco de las
fumonisinas; puesto que los glicoesfingolipidos se ligan a los sitios para patdgenos
microbianos y sus toxinas, mediante la inhibicidn de la ceramida sintasa en el tracto digestivo
puede alterar la expresion de los sitios de union de los glicoesfingolipidos o el transporte de
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toxinas microbianas, y consecuentemente la sensibilidad de los animales a los agentes
infecciosos”,

Se han reportado los distintos efectos de las fumonisinas en las diferentes especies
productivas, y se ha observado que pueden variar desde alteraciones en variables productivas
hasta cambios en parametros bioquimicos y respuesta inmune.

Efecto sobre parametros productivos

Aunque el efecto negativo sobre la productividad se ha observado generalmente en altas
concentraciones, se ha reportado que también en concentraciones alrededor de 5 ppm puede
ocasionar baja uniformidad en los pardmetros productivos, principalmente sobre peso
corporal al final del ciclo en pollo de engorda™.

Alteraciones morfolégicas y en bioquimica sanguinea

Las alteraciones morfoldgicas que se han observado en el caso de aves de produccion son
disminucion o incremento de peso relativo en organos (corazén, higado, bazo, bolsa de
Fabricio, proventriculo)®7®, hidropericardio, higado graso o higado friable, hiperplasia de
conductos biliares, degeneracion y necrosis cardiaca y pérdida de tonicidad en molleja y
proventriculo”7). Asimismo, se ha observado un incremento en los valores de calcio sérico
y colesterol y disminucién en los valores de enzimas hepaticas (aspartato amino transferasa,
alanino amino transferasa, lactato deshidrogenasa, y glutamil transferasa), sugiriendo asi una
lesion en el metabolismo hepatico®%8D),

Efecto sobre la respuesta inmune

Dentro de las lesiones que se han observado como parte del dafio de las fumonisinas hacia el
sistema inmune en aves, se describen hemorragias, infiltraciones leucocitarias, infiltracion
grasa, lesiones necroticas, fibrosis en higado, rifiones, pulmén, corazon, intestino, molleja,
bolsa de Fabricio y pancreas, asi como edema y hemorragias en cerebro. También se ha
observado atrofia cortical en timo, necrosis hepatica multifocal e hiperplasia biliar
conllevando asi a una deplecion linfoide®?. Por otra parte, se puede llegar a presentar una
reduccién en el tamafio del bazo junto con deplecién de pulpa blanca, adelgazamiento de
miocitos cardiacos, deplecion celular linfoide en los foliculos de la bolsa y nefrosis tubular
renal en dosificaciones que sobrepasen los 150 mg/kg de alimento®389). Los estudios
realizados sobre el efecto de las fumonisinas han sido realizados utilizando altas
concentraciones de fumonisina; sin embargo, se ha reportado que en promedio se ha
encontrado una concentracion de entre 3 y 5 mg/kg de fumonisina B1 en los principales
componentes de las dietas destinadas a la alimentacion animal como lo es el maiz®®.
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Zearalenona

La zearalenona (previamente conocida como toxina F-2) es una fusariotoxina de tipo
estrogénica no esteroidal (principalmente en cerdos), hematotdxica y genotdxica (roedores).
Los principales hongos productores de zearalenona son F. graminearum, F. oxysporum, F.
roseum., necesitando para su crecimiento temperaturas de entre 21 a 25 °C y un AW de 0.87
aproximadamente para la produccion de la toxina. Particularmente se puede encontrar
contaminando maiz, cebada, arroz y soya, ademas de productos terminados como harinas y
cerveza®), En el caso de aves, se considera que se requiere del consumo de una alta
concentracion para observar efectos negativos sobre la produccion; en todo caso, se ha
descrito que en aves las especies mas susceptibles son pavos y patos, asi como sucede en
otras micotoxinas®®.

Metabolismo y estructura quimica

Las caracteristicas con las que consta la zearalenona le permiten ser un compuesto de rapida
biotransformacion y excrecion. Esto favorece el que no sea facil encontrar presencia de
zearalenona en productos avicolas®®. La zearalenona tiene un porcentaje de absorcion por
tracto digestivo de aproximadamente 10 % en aves, y un alto porcentaje de eliminacién tanto
de zearalenona como de sus metabolitos de conjugacion (aproximadamente de 65 %)%,
La estructura de la zearalenona se compone de un anillo de lactona resorciclica al igual que
su principal derivado, el zearalenol (a-zearalenol), que sera un derivado con mayor grado de
toxicidad que la zearalenona. En el caso de aves, las principales vias participantes en el
metabolismo de la zearalenona son la sulfatacion y la glucoronidacion®.

Mecanismo de accién

El principal mecanismo de accion utilizado por esta micotoxina, es la disrupcion en
metabolismos enddcrinos, esto lo realiza mediante la interaccion con los receptores
estrogenicos nucleares (ER), con efecto directo sobre la transcripcion (que es estrogeno
dependiente) en el nacleo (mecanismos de competitividad con los mismos estrogenos);
aunque la estructura de la zearalenona no es semejante a la de los estrogenos, puede ubicar
un grupo OH perteneciente a su anillo de lactona, en una posicion ventajosa para Su
interaccion con los receptores de estrogenos®?.

Alteraciones producidas por zearalenona en aves

En el caso de los gallos puede observarse una reduccion de tamafio de los testiculos que de
manera microscopica pueden manifestar degeneracion grasa y atrofia del epitelio germinal.
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Finalmente, los parametros productivos también pueden observarse disminuidos,
relacionados con una disminucion en el consumo de alimento®,

Conclusiones

Es importante correlacionar los efectos producidos de manera experimental, que
generalmente se basan en el uso de concentraciones mucho més elevadas que las encontradas
de manera natural en el alimento, y generalmente de forma continua por largos periodos, y
no subestimar la presencia de mas de una micotoxina que puede potenciar el efecto individual
de cada una de ellas. Se debe tomar en cuenta ademas que en el caso de las aves se pueden
observar diferentes vias de absorcion, distribucion y metabolismo de las toxinas que en otras
especies. Como ya se describid, las fusariotoxinas pueden conllevar a grandes pérdidas
economicas en la produccidn, ya sea por la alteracion sobre pardmetros productivos o su
efecto alterno sobre la integridad intestinal y respuesta inmune, por lo tanto, es necesario
realizar un correcto diagnostico si se sospecha de presencia de micotoxinas en el alimento.
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Resumen:

El uso de insumos de origen quimico ha generado pérdida de la diversidad microbiana que
interviene en el ciclo del N como bacterias diazotrofas, que son inhibidas por saturacién de
los receptores encargados de activar la nitrogenasa. La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)
en gramineas forrajeras puede ser utilizada como servicio ecosistémico. El objetivo de este
articulo de revision fue analizar la contribucion de gramineas forrajeras a la FBN y su
respuesta a la inoculacion de diazétrofas no simbidticas para encontrar oportunidades de
estudio. El andlisis de la informacion se realiz6 a partir de la metodologia prisma de
revisiones sistematicas y meta-analisis. Se destaca que las principales especies forrajeras que
contribuyen con la FBN corresponden a Brachiaria sp. y Pennisetum sp. La inoculacion de
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Azospirillum sp. ha generado efecto promotor de crecimiento en gramineas, pero, la respuesta
del forraje inoculado depende principalmente de la sinergia entre planta — bacteria
presentandose efectos neutros, antagonicos y positivos.

Palabras clave: Fertilizacion, Fijacion nitrogeno, Forraje, Nitrogenasa, Pastos.

Recibido: 23/08/2023

Aceptado: 21/12/2023

Introduccion

En los sistemas ganaderos la alimentacion de los animales resulta viable econdmicamente
cuando la racién estd conformada principalmente por forraje. Pero, es necesario producir
pasto en un escenario ecoeficiente para compensar la huella ambiental ocasionada por la
ganaderia, teniendo en cuenta que en Colombia ocupa el 80 % del suelo con vocacion
agricolaV. Las estrategias propuestas incluyen el uso de especies forrajeras mejoradas, la
diversificacion del sistema® y el aprovechamiento de fenémenos naturales como la fijacion
biolégica de nitrégeno (FBN)®. Este, es un proceso en que diazétrofas transforman nitrégeno
(N) atmosférico en amonio a partir del complejo enzimatico nitrogenasa, y aporta cerca del
62 % lo que equivale a 11.29 millones de toneladas (Mt) de nitrogeno al afio que ingresa al
ecosistema agricola Latinoamericano, mientras que la fertilizacion quimica contribuye
aproximadamente con 6.81 Mt N al afio®. La FBN es un recurso que puede ser utilizado
como herramienta tecnologica para reducir la aplicacion de fertilizantes nitrogenados de
origen sintético que tienen baja eficiencia (aproximadamente 40-50 %), y contribuyen con la
emision de gases efecto invernadero (amonio, amoniaco y el 6xido nitroso)® y salinizacion
del suelo®. Sin embargo, poco se conoce sobre el aporte de las gramineas forrajeras a la FBN
y las especies bacterianas con mejor efecto productivo. Por esto, el objetivo de este trabajo
fue analizar la contribucion de gramineas forrajeras a la FBN, y su respuesta a la aplicacion
de biofertilizantes constituidos por bacterias diaz6trofas no simbioticas puras, y en consorcio
a partir de una revision sistematica de literatura para encontrar oportunidades de estudio.

Se utiliz6 la metodologia prisma de revisiones sistematicas®, las bases de datos consultadas
fueron Scopus y Web of Science; para la busqueda de informacion se establecieron los
siguientes criterios: a) especificidad, a partir del uso de operadores boléanos, b) sensibilidad,
con descriptores CAB; c) exhaustividad, a través de la comprobacion de los descriptores de
interés. La estrategia de busqueda fue a partir de las rutas: TITLE-ABS-KEY (“Biofertilizer”)
y TITLE-ABS-KEY (“Biofertilizer and Grass”). Con la busqueda general se encontraron en
total 6,813 registros entre las bases Scopus (n=4,621) y Web of Science (n= 2,192). La
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busqueda se limit6 a los conectores boléanos “Biofertilizer and Grass” a partir de los cuales
se encontraron 128 registros (Scopus: 84 registros y Web of Science: 44 registros) que fueron
importados al software Mendeley y se agruparon por afios; el andlisis se limito al periodo
2012-2022 (n= 80 registros), luego se eliminaron los documentos duplicados (n= 2 registros).
Se incluyeron en el analisis articulos donde se evalué el efecto de la aplicacion de
biofertilizantes en forrajes o la contribucion de nitrégeno fijado por estas plantas. Se
excluyeron publicaciones con un titulo por fuera de la busqueda de interés (n= 5) y con
informacion Unicamente descriptiva que no cumplian los criterios de inclusion (n= 13
registros). Cada registro se reviso de forma independiente por todos los autores para un total
de 50 estudios incluidos dentro de la revision. Se definieron como resultados del anélisis: a)
Nitrogeno fijado por gramineas forrajeas, b) Biofertilizantes aplicados y su efecto en
gramineas forrajeras. Los datos de interés de estudio (Nitrogeno fijado y efecto en planta)
fueron tabulados y agrupados por tema para medir su efecto. Se realizd un analisis de
regresion no lineal con el nimero de los registros obtenidos a partir de los modelos sigmoidal
3,4, Gompertz 3, y Hill 3. Los modelos con mayor ajuste se seleccionaron de acuerdo con el
valor de significancia y ajuste del coeficiente de determinacion para establecer la tendencia
global del area de interés.

Fijacion biologica de nitrogeno en gramineas forrajeras

En esta revision se identifico que la prueba de eleccidn para determinar el nitrégeno fijado
por gramineas forrajeras es abundancia natural de >N, En las principales investigaciones
donde se reporta N fijado por forraje, se destaca que la tasa de fijacion de N difiere entre
especies (Cuadro 1). Esto tiene una relacion directa con las poblaciones de bacterias
diazotrofas que interactian con cada tipo de forraje, en Brachiaria sp. se estima
aproximadamente de 102 a 108 UFC g ! suelo®. Mientras que en Pennisetum sp. se reporta
que la poblacion bacteriana diazétrofa es de 10? a 108 UFC g ' suelo®.

Cuadro 1: Algunos reportes de especies forrajeras que contribuyen con la fijacion
bioldgica de nitrégeno segun analisis de revision

Cultivo N fijado (%0) Fuente

Aristida laevis 36 Marques AC, et al®
Pennisetum purpureum 18-70 De-Morais RF, et al®?
Megathyrsus maximus sp. 16 - 39 De-Carvalho EX, et al*)
Brachiaria sp. 5.1-45 Leite RDC, et al*?
Miscanthus giganteus 16 Leite RC, et al®®

Fuente: elaborado a partir de citas indicadas.
Se encontrd que los principales géneros bacterianos que persisten en rizosfera y tejido vegetal

de Brachiaria sp., Pennisetumm sp., Megathyrsus sp. y Panicum sp., corresponden a
Enterobacter sp. (6 %)%, Azospirillum sp. (25 %)®2%314)  Azotobacter sp., Bacillus sp.
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(14 %)), Herbaspirillum sp. (11 %), Burkholderia sp. (8 %)@, Bradyrhizobium sp. (6 %),
Klebsiella sp. (5 %)) Sphingomonas sp. (4 %)*", otras (2 %). Aunque, su distribucion
en raices, hojas y tallos varia por especie forrajera, localidad y tipo de suelo®®. Estos
microrganismos no causan modificaciones estructurales en la planta y estan codificados con
el gen nifH®. El proceso de FBN lo realizan en sitios con menor saturacion de oxigeno para
evitar la inactivacion de la nitrogenasa, como en las arcillas o a través de la reduccion en la
concentracion de oxigeno intracelular a partir del incremento en la respiracion celular®®,
Durante la reaccion, ocho electrones son bombeados a alta velocidad desde un agente donante
(ferredoxina o flavodoxina) hacia el complejo enzimatico nitrogenasa constituido por las
metaloenzimas dinitrogenasa reductasa o proteina Fe codificada por el gen nifH y la
metaloenzima dinitrogenasa codificada por los genes nifD y nifkK®9. La dinitrogenasa
reductasa trasfiere cada electrén a la dinitrogenasa y son almacenados en el cofactor FeMo,
sitio de unién del N hasta que es reducido a NHs, de este modo, se consumen 16 ATP y se
producen 2 mol de amonio y 1 mol de Hz por cada molécula de N fijada®v. Como resultado
de la revision, se encontr6 que las diferencias en los rangos de nitrégeno fijado entre forrajes
y especies del mismo género esta determinada principalmente por los factores: planta, suelo,
actividades antropicas y clima (Figura 1).

Figura 1: Factores que influyen en la fijacion bioldgica del N en gramineas forrajeras

- N, —
1 » L
Ferredoxina 8H

- H)
/
Proteina Fe //
Flavodoxina Dinitro
genasa
v " _—_/
16ATP 16 ADP+16Pi Nitrogenasa
[ Factores que influyen en la fijacion biologica del nitrégeno
| 7
Clima ( Forraje ] ( Suelo )
! | I

+ Caracteristicas fisicas

«  Estructura radicular (temperatura, humedad,

+  Composicién de estructura, porosidad)
Precipitacion exudados radiculares * %‘_’"C‘egf_“"c? ‘11:"2'5:;5
Temperatura + Fasede crecimiento L“z‘pe‘;’:'es“ a }Yi caln:a'eri:
Humedad +  Microambientes en v PR, L

organica)
+ Biota
* Procesos del suele (Ej.

raices, tallos y hojas
* Intensidad de corte
* Alelopatia

Brillo solar
Nubosidad

Mineralizacién), manejo y
uso del suelo.

T ¥
A |

Actividades antropicas )|

—

Fuente: elaborada a partir de las citas®511.182122),
Efecto del clima en la FBN de forrajes
Aunque son escasos los estudios en los que se analiza el efecto del clima sobre el proceso de
FBN, se destaca que la nubosidad influye negativamente en este proceso, por la menor

disponibilidad de fotoasimilados que se producen en las hojas y se distribuyen hacia las raices
para la formacion de rizoexudados®®. La mayor produccion de fotoasimilados parece tener
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una relacion directa con la persistencia de diazotrofos inoculados, lo que favorece su efecto;
por ejemplo, con la aplicacién de Azospirillum brasilense en Urochloa brizantha se ha
observado que al comienzo de la estacion seca en la cual incrementa la radiacion solar, la
masa de las raices de plantas inoculadas fue un 27 % mayor que en plantas no inoculadas, y
aungue durante la época de transicion disminuyd la produccién de pasto, en plantas
inoculadas se redujo en solo 7 % y su altura incrementé un 16 % respecto a plantas no
inoculadas, por la mayor absorcion de nutrientes?. Respuestas similares se reportan con la
aplicacion de Bacillus sp. en Megathyrsus maximus®.

Garantizar la persistencia de comunidades diazétrofas puede reducir la dependencia de
fertilizacion nitrogenada™®; sin embargo, en época lluviosa la fijacion de N por efecto
bacteriano puede disminuir quizas por el arrastre de los microorganismos 9. Esto puede
explicar por qué se reporta que al final de la estacion humeda la biomasa radicular disminuye
en 15 % en plantas inoculadas y se presenta menor contenido de N en las hojas respecto a
plantas fertilizadas con N2,

En ambientes deficientes de N la FBN incrementa como una respuesta de control cuando hay
bajas tasas de mineralizacion*2%, De este modo se reporta mayor N acumulado en otofio que
en primavera por efecto de una menor temperatura en los forrajes Axonopus affinis (37.6 kg
N hal), Paspalum notatum (27.7 kg N ha™.) y Andropogon lateralis (1.6 kg N ha?)
estimandose que en promedio el porcentaje de N proveniente de la FBN es de 33 %, 22 % y
25 % respectivamente®.

Efecto del suelo en la FBN de forrajes

Las caracteristicas del suelo también influyen en la FBN®? destacan mayor diversidad de
poblaciones diazétrofas en suelos con alta materia organica. La persistencia de estos
microorganismos esta modulada por el tipo y calidad de nutrientes en el suelo® explican,
que los diazétrofos incrementan su actividad con presencia de hierro (Fe), molibdeno (Mo)
y vanadio (V) debido a que estos elementos pueden intercambiarse para hacer parte de la
estructura de la nitrogenasa. Esta enzima, al inactivarse con el oxigeno, requiere de
micrositios anaerobios para catabolizar la fijacion de nitrogeno, por esto, parece que en suelos
arcillosos hay mayor movilizacion quimica, mineral, y eventualmente mayor FBN®Y,

Efecto de las actividades antropicas en la FBN de forrajes
El suelo es un sistema que se autorregula naturalmente, pero, cambios bruscos en sus
caracteristicas por actividades antropicas de manejo (labranza, fertilizacion) y uso (pastos

permanentes con y sin intervencion, ganaderia), causan desbalance en las comunidades
bacterianas, ya que alteran la estructura de los poros, la disponibilidad de elementos, el
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contenido de carbono organico y el pH, factores que determinan la riqueza, uniformidad y
diversidad de microorganismos(22).,

La aplicacion excesiva de Ca, nitrato y N durante la fertilizacion tiene un efecto negativo en
las poblaciones diaz6trofas®”. La principal causa se relaciona con el pH del suelo®222);
variaciones en 1.5 del valor del pH del suelo puede reducir el crecimiento de los
microorganismos hasta en 50 % en suelos con un pH entre 5y 71222, Se reporta, la inhibicion
en el crecimiento de algunas poblaciones microbianas, como Azotobacter, Azospirillum,
Herbaspirillum y Gluconoacetobacter diazotrophicus con altas dosis de fertilizacion con
N@1026) ‘nor ejemplo, con la aplicacion de 430 kg N ha* en B.brizanta y B. ruziziensis?”,
Sin embargo, el tipo y cantidad de fertilizante aplicado influye en la abundancia y diversidad
de las poblaciones microbianas; se ha observado incremento de metanétrofos con aportes
mayores de 200 pg N g! de amoniaco al superarse el sitio activo del amonio
monooxigenasa®®. En general, la modificacion estructural de la comunidad bacteriana es un
mecanismo natural de control del estado de nitrégeno en el suelo®.

Efecto del factor planta en la FBN de forrajes

Las caracteristicas morfo fisioldgicas de las gramineas generan microambientes disimiles en
hojas, tallos y raices, que promueven el crecimiento selectivo de miembros de la poblacion
bacteriana durante la fase de crecimiento®. En la fase temprana, es mayor la actividad de
poblaciones diazotrofas rizosféricas por incremento en las rizodeposiciones como
mecanismo de recuperacion de la planta posterior al pastoreo®. La interaccion entre las
bacterias diazétrofas y la planta, sucede a partir de las rizodeposiciones que incluyen varias
moléculas como azlcares, polisacaridos, acidos organicos inorganicos, aminoacidos,
vitaminas, flavonoides, sideroforos, péptidos, proteinas y acidos grasos®®®. Estas sefiales
quimicas controlan las interacciones que suceden en el suelo y son las responsables de
promover el crecimiento selectivo de miembros de la comunidad rizosférica y permiten el
desplazamiento de las bacterias hacia la raiz de la planta y los pelos radiculares®. La diversa
capacidad funcional de las bacterias diazétrofas permite modular la respuesta de crecimiento
del forraje y generar interacciones positivas, negativas o neutras. A continuacion, se discuten
los principales hallazgos encontrados en relacion con la respuesta de forraje con la
inoculacion de diazétrofos.

Biofertilizantes constituidos por diazotrofas que han sido utilizados en
gramineas

A partir de 1985 se reportan los primeros estudios cientificos en el area de biofertilizantes

aplicados a forrajes, aunque histéricamente es una practica que data del afio 500 A.C.
originaria de la India, pais que continta liderando los avances cientificos con un 30 % de
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participacion mundial seguido de Brasil (10 %) y China (8.8 %). En el area de biofertilizantes
aplicados en forrajes se destacan autores como Gupta et al®, Li H et al®™ y De Sousa et
al®, Se estima un rapido crecimiento en el area con un punto de inflexion para el afio 2034
(Cuadro 2), proyeccion que muestra la existencia de oportunidades de estudio que van ligadas
con el fendmeno de cambio climético y el reto de utilizacion de estrategias de fertilizacion
sostenibles que reduzcan la aplicacion de productos quimicos obtenidos por la quema de
combustibles fésiles como la urea.

Cuadro 2: Modelos de regresion no lineal obtenidos para las busquedas “Biofertilizer” y
“Biofertilizer and grass”

Codigo Modelo Afio de Durbin a b R? Valor
booleano inflexibn ~ Watson P
Sigmoidal 3 2034 1.07 10988 5.7 0.99 0.01
Biofertilizer =~ Parameter
Sigmoidal, 2029 1.87 21.42  4.34 096 0.01
3 Parameter
Sigmoidal, 2018 2.89 2696 54 0.90 0.01
4 Parameter
Gompertz, 3 2018 2.93 33.68 10.42 0.90 0.01
Biofertilizer  Parameter
and grass Hill,3 2016 0.82 21.34 9285 058 0.01
Parameter

Fuente: Elaboracion propia.

La tendencia de uso de biofertilizantes en forrajes es sigmoidal con un punto de inflexion
hacia el afio 2029 como se observa en el modelo logistico con mayor ajuste que obtuvo un
valor Durbin Watson cercano a 2(", aunque, la prediccion por los modelos Gompertz y Hill
es anterior, pero con un menor ajuste (R?), por lo tanto, no predicen un comportamiento
confiable (Cuadro 2). El punto de inflexion se asocia con la fase de rapido crecimiento de la
tecnologia y corresponde al valor maximo de la curva a partir del cual se prevé empiezan a
disminuir las publicaciones relacionadas con biofertilizantes. Estas predicciones con alta
variacion se relacionan con areas de aplicacion en creciente desarrollo, y es que la
fertilizacion organica empieza a cobrar importancia en el sector ganadero por el alza en el
costo de los fertilizantes quimicos.

A partir del analisis de revision se encontro, que los biofertilizantes utilizados en pastos han
sido aplicados por inoculacion de semilla en el producto durante 30 min a 24 h seguido de
un tiempo de secado previo a la siembra®3 o por aspersion en dosificaciones que varian
entre 200 — 500 ml de inoculante ha* diluido en agua al 0.1 - 1.3 % en una concentracion
minima de 10® UFC ml* 0 108 UFC ¢*(32-36),
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La inoculacion de microrganismos puede modificar el desarrollo del forraje con alta
variabilidad entre géneros y cepas aplicadas o incluso no causar efecto, o generar una
respuesta negativa® (Cuadro 3). Cuando los biofertilizantes se han aplicado junto con una
fuente de N sintético, se han logrado respuestas superiores o equivalentes a la aplicacion del
100 % del requerimiento de N por una absorcion més eficiente, reduciéndose las pérdidas de
N causadas por lixiviacion hasta en un 95 %®®. Los mejores resultados en términos

productivos y econémicos se han observado con la aplicacion combinada del inoculante y
N (36-40)

Cuadro 3: Algunos estudios del efecto de la aplicacion de diazotrofos en gramineas
forrajeras

Forraje Inoculante Incremento porcentual de Fuente
parametros bioldgicos
comparado con plantas no

inoculadas
Brachiaria Herbaspirillum 12 % en la proteina cruda &)
decumbens rubrisubalbicans y H.
seropedicae
Megathyrsus  Bacillus sp y Bacillus 7.32 %, 25.3 %, 3.32 %, (19)
maximus megaterium 20.3 %, 2.43 % en la altura,
biomasa de raiz, digestibilidad,
proteina y fibra detergente
neutro respectivamente.
Avena saliva Klebsiella sp. 20 % en biomasa (16)
L.
Panicum Burkholderia 27 % en la altura (19)
virgatum L. phytofirmans
Brachiaria A. brasilense 31.49 % en el contenido relativo "
ruziziensis de agua de las hojas
Lolium Pseudomonas fluorescens 63 y 51 % en la produccion de ©?
multiflorum y Bacillus subtilis masa seca de las plantas y
biomasa respectivamente
Brachiaria Burkholderia pyrrociniay 770 %, 300 %, 17 % en biomasa %
brizantha Pseudomonas fluorescens de raiz, materia seca y clorofila
respectivamente
Panicum Azospirillum brasilense 23 % en biomasa (34)
virgatum L.
Avena saliva Sinorhizobium meliloti,  10.34 y 28.92 % en altura y ©7
L. Bacillus megaterium, longitud de raiz (28.92 %)
Enterobacter sp., A.
chroococum,

Pseudomonas sp.
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Pennisetum Klebsiella sp., 52 %, 170 %, 134 % en la Y
clandestinum  Beijerinckia sp., longitud del brote, peso seco del
Achromobacter sp. brote y longitud de raiz
respectivamente
Megathyrsus  Bacillus sp. 30.8% vy 12.7%en la (“2)
maximus produccion de biomasa y altura
respectivamente
Avena saliva Providencia rettgeri, 81.19 %, 26.89 %, 10.94 % enla “d
L. Advenella incenata, altura, longitud de raiz y
Acinetobacter clorofila respectivamente
calcoaceticus, Serratia
plymuthica,

Acinetobacter
calcoaceticus

Avena saliva Bacillusthuringiensisy B. 92 % en semillas germinadas (“4)

L. thuringiensis

Phleum Bacillus subtilis 26.6 % y 63.8 % en brotes y “
pratense L. raices respectivamente

Pennisetum Sphingomonas, Pantoea, Incrementado de 116.01 % enel ©“®
purpureum Bacillus y Enterobacter peso seco del brote

Schumach

Sorghum Azotobacter sp y 215%yel 16.8%en la “n
bicolor L. Burkholderia sp. proteina cruda y digestibilidad

de materia seca
respectivamente
Fuente: elaborada a partir de las citas indicadas.

La respuesta positiva de la planta con la inoculacion de diazo6trofos se da por dos condiciones
principalmente, primero por favorecer la disponibilidad de nitrégeno en el suelo que es un
elemento que hace parte de las proteinas, aminoacidos, ADN, ARN, citocromos, acidos
nucleicos y la clorofila®?V); y segundo por la producciéon de metabolitos secundarios de
origen bacteriano como: a) auxinas que estan involucradas en el crecimiento, diferenciacion
y division celular®®, b) giberelinas, que son hormonas que intervienen la regulacion de la
division y el alargamiento celular, en la germinacion de semillas, aparicion de yemas y en el
crecimiento de los tallos*®, c) citocinas que estan relacionadas con la regulacion del
crecimiento celular®®, d) sideréforos que son compuestos que pueden unirse al hierro
dejandolo disponible para ser utilizado en procesos metabdlicos®® y e) biosurfactantes que
son agentes quimicos que forman micelas y permiten mejor interaccion entre la membrana
de los microorganismos y los nutrientes disueltos en el suelo y en las rizodeposiciones®“.

De estas biomoléculas las méas estudiadas son las auxinas; se destaca el acido indol acético
que es sintetizado a partir de tript6fano que puede derivarse de las vias: indol-3-acetronilo,
indole-3-acetamina, acido indol-3-piruvico o de triptamina®®%, Esta hormona es producida
por algunos diazotrofos, por ejemplo: Stenotrophomona spp., Pseudomona spp®“?,
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Azospirillum spp®Y, Azotobacter spp. y Pseudomonas spp®®. Su principal efecto se relaciona
con la modificacion de la estructura, elongacion e incremento de biomasa de raiz del
forraje®”, lo que se favorece la absorcion de nutrientes.

El estimulo hormonal que puede causar indirectamente la aplicacion de diazotrofos en la
planta puede favorecer su plasticidad fenotipica en ambientes sombreados®®, en condiciones
de sequia® o suelos salinos“®). Fisioldgicamente, la tolerancia a condiciones de estrés se
relaciona con un incremento en la actividad de las enzimas superdxido-dismutasa y catalasa
que eliminan el H de los radicales libres generados en condiciones estresantes®?. También,
se reporta incremento en los contenidos de prolina, glutation-reductasa®?, y en ACC-
deaminasa®®,

Por otro lado, mayor disponibilidad de N en el suelo por efecto bacteriano, permite que la
planta pueda aumentar la produccion de clorofila al constituir parte de su estructura quimica,
lo que conlleva a un incremento en la tasa fotosintética de la planta y en consecuencia en la
produccion de biomasa®?. Composicionalmente, puede favorecer el contenido de proteina
cruda del forraje!® y la produccion de 4cidos grasos insaturados®®,

Pese a los sinergismos mencionados, se reportan repuestas antagonicas con la inoculacién de
diazotrofos®, por efecto de la inactivacion de la nitrogenasa por la exposicion a altas dosis
de N. Aunque la falta de respuesta también puede deberse a una baja dosis de inoculante
aplicado®, que puede ser inhibido por control alelopatico de la planta, lo que genera baja
supervivencia, adaptacion, y persistencia de los microrganismos inoculados. Incluso, la
variabilidad entre el ecosistema puede limitar la respuesta de las bacterias debido a que el
proceso de FBN se da solo en ambientes favorables que permiten la persistencia del grupo
taxonémico de alfa-proteobacterias® 59,

Conclusiones

La FBN es la principal fuente de N en praderas perennes donde no se aplica N de origen
sintético y en areas de fuerte sequia, donde la planta logra mantener su crecimiento gracias a
adaptaciones estructurales como la reduccién del material aéreo para incrementar la longitud
radicular. Se desconocen los mecanismos especificos de sefializacion que permiten la
expresion de proteinas para la produccién de hormonas y enzimas que hacen posibles dichas
modificaciones y potencializan comunidades microbianas especializadas en la FBN para
favorecer la supervivencia de la planta a condiciones extremas. Sin embargo, se ha
identificado que las especies Brachiaria spp. y Pennisetum spp. tienen alto potencial en
contribuir con el proceso de FBN, por la persistencia de alfa proteobacterias en la rizosfera
y en el tejido de raices, tallos y hojas.
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Se destaca Azospirillum spp. y Azotobacter spp., pero de estos, Azospirillum brasilense tiene
mayor potencial en fijar N por la capacidad de infectar tejido del forraje, lo que facilita
eventualmente su supervivencia. Sin embargo, se desconoce si la colonizacion de este aislado
junto con otros microrganismos endofitos resiste el sistema de defensa de la planta durante
tiempos de exposicion prolongados, y quizés esto, se relacione con la falta de respuesta
productiva con la aplicacion de algunos inoculantes. Es por esto que el desarrollo
biotecnolégico de estos productos apunta al estudio de microrganismos nativos, para evitar
una respuesta alelopatica negativa por la planta.

El incremento de materia seca con la aplicacion de biofertilizantes es la principal respuesta
observada segun el analisis de revision, este efecto puede permitir eventualmente intervalos
entre pastoreos mas cortos e intensificar las rotaciones en los sistemas ganaderos. También
se ha observado que la aplicacion de diazotrofos puede estimular la plasticidad fenotipica de
la planta en condiciones de sombra, razon por la que el uso de biofertilizantes puede ser una
opcion rentable en sistemas silvopastoriles.

Aln existen desafios como garantizar interacciones positivas entre los microorganismos
aplicados y las cepas nativas; desarrollar biofertilizantes combinados con fertilizantes
quimicos y bioestimulantes; reducir los costos técnicos de aislamiento, masificacion y
obtencion del producto final; formular productos por cultivo y de acuerdo con la etapa de
crecimiento; utilizar métodos de seguimiento para la deteccion y cuantificacion de
poblaciones bacterianas persistentes que permitan ajustar la dosificacion y frecuencia de uso
de los biofertilizantes de acuerdo al manejo, cultivo, condiciones ambientales y tipo de suelo;
y fomentar su aplicacion en los sistemas de granja como servicio eco sistémico.
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Resumen:

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus de tipo DNA que tiene afinidad por células
del sistema inmune y que genera deplecion de linfocitos por lo que favorece el desarrollo de
enfermedades causadas por otros agentes oportunistas, asi mismo esta relacionado con la
generacion de diferentes sindromes. Por lo anterior, este virus produce importantes
afecciones a la industria porcicola, sin embargo, facilmente se pueden prevenir los sindromes
asociados a PCV2 mediante la adecuada aplicacion de medidas de bioseguridad y
vacunacion. Por otro lado, las unidades de produccién a pequefia escala (UPPs) suelen
carecer de este tipo de manejo preventivo, asi como de vigilancia rutinaria por parte de un
médico veterinario. Si bien, el PCV2 se considera un virus ampliamente distribuido, no
existen reportes de su presencia en las UPPs en Nuevo Ledn. Se determino la presencia de
anticuerpos contra PCV2 mediante el uso de un kit comercial y se realizo la biometria
hematica de los animales. Se localizaron 48 UPPs en las que se encontré un 91.67% de
positividad, asi como un 89.7% de seropositividad en los animales. En la biometria se
encontré que la HGB y el HCT se presentaron disminuidos en los individuos que resultaron
positivos a anticuerpos comparados contra los negativos (P=0.03 y P=0.01,
respectivamente), por el contrario, el valor de células blancas totales se encontré disminuido
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en los individuos que resultaron negativos a la presencia de anticuerpo contra PCV2
(P=0.01).

Palabras clave: Traspatio, PCV2, Circovirus porcino tipo 2, ELISA, Seroprevalencia,
Cerdos.

Recibido: 13/03/2023

Aceptado: 19/01/2024

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus DNA de cadena sencilla que s6lo infecta a
los cerdos, por lo que no tiene importancia zoondtica. EI PCV2 es un patogeno que se ve
implicado en el desarrollo de diferentes sindromes como el sindrome de desmedro post-
destete, el sindrome de dermatitis y nefropatia, asi como de fallas reproductivas®. Se
reconoce que la infeccion con este virus es un factor predisponente para los sindromes, sin
embargo, requiere de la co-infeccion con otro agente patdgeno para desencadenar el proceso
de enfermedad. Entre los factores de riesgo que aumentan la posibilidad de introducir al
agente en la poblacién porcina y su diseminacion se encuentran: bajo peso al nacer, bajo peso
al destete, asi como aquellos relacionados a las instalaciones y practicas de manejo tales como
el alojamiento de una gran cantidad de animales en poco espacio, contacto entre los cerdos y
la higiene®.

El PCV?2 tiene afinidad por las células del sistema inmune, especialmente los macréfagos y
linfocitos®; de hecho, uno de los hallazgos clinicos esperados durante la infeccion por este
virus es la reduccion del conteo de los leucocitos totales, asi como linfopenia®™*%. Entre los
métodos diagndsticos para este virus se encuentran el PCR y la inmunohistoquimica (IHQ)®,
para esta Ultima se emplea tejido linfatico con la finalidad de detectar antigenos del virus,
que indica la presencia de éste en las células blanco. Se ha confirmado que la deplecion de
linfocitos en tejido linfatico esta relacionada con la activacién de la apoptosis mediante las
vias de las caspasas 3y 8 al interior de los linfocitos®, aunque no se descarta que existan
otros mecanismos involucrados. La deplecion de linfocitos induce un estado de
inmunosupresion que ademas es agravado por la co-infeccion con otros agentes patogenos
como el parvovirus porcino, el virus del PRRS, y otros mas®”, lo que permite la aparicion de
los sindromes mencionados.

En México las unidades de produccion a pequefia escala (UPPS), se mantienen presentes en
algunas areas. Previamente se ha investigado las caracteristicas entre estos sistemas presentes
en el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon y entre ellas se ha confirmado la falta de
bioseguridad, medicacién y de vigilancia rutinaria por parte de un médico veterinario. Las
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condiciones mencionadas favorecen la entrada de agentes patdgenos a las unidades de
produccion, asi como su posterior perpetuacion en el medio ambiente, sin embargo, el PCV2
tiene especial importancia, ya que al ser inmunosupresor permite la aparicion de
manifestaciones clinicas de infecciones secundarias en algunos casos®9. Por lo anterior, el
objetivo de este estudio fue determinar la presencia de anticuerpos contra PCV2 en cerdos
de traspatio que no contaban con vacunacion previa dirigida contra este agente patogeno, por
lo que se realiz6 un estudio transversal en el que fueron incluidos cerdos en UPPs de 9
municipios correspondientes al area metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon.

El sistema de produccion a pequefia escala (también conocido como traspatio o artesanal) se
definié como aquel en el que se llevaran a cabo actividades de crianza de cerdos en la
vivienda de los duefios de los animales, 0 como una actividad econémica complementaria,
es decir, que no representard el principal ingreso familiar. La cantidad minima de muestra se
calculé con el software WinEpi bajo las siguientes consideraciones: se tomo en cuenta una
prevalencia esperada del 92 % la cual se tomd de un reporte previo en México?, un margen
de error del 5 % y un nivel de confianza del 95 % para una poblacién desconocida, arrojando
una cantidad de 114 muestras minimas. Una vez identificadas las UPPs se solicitd permiso
a los propietarios para tomar muestras de los animales y al finalizar se aplicé un cuestionario.
Las muestras se colectaron en el periodo de mayo de 2019 hasta marzo de 2020. Se
incluyeron cerdos de diferentes edades; sin embargo, se evitd el muestreo en hembras
gestantes para evitar el riesgo de aborto, asi como de lechones lactantes para evitar la
deteccion de anticuerpos maternos.

Para la toma de muestras, los cerdos se sujetaron fisicamente. Durante la inmovilizacion se
apunto la condicion corporal de cada individuo en una escala del 1 al 5. Se tomaron dos
muestras sanguineas de la vena yugular; una en un tubo colector con EDTA y la otra en un
tubo colector con separador de suero. Las muestras con EDTA se procesaron en el laboratorio
clinico del Hospital Veterinario de Pequefias Especies (HVPE) de la Universidad Autbnoma
de Nuevo Leon bajo el procedimiento estandar en el equipo KONTROLab 5R+Vet.

El suero se separd del coagulo a 1,000 rpm durante 10 min a 4 °C para posteriormente ser
fraccionado en alicuotas de 500 ul y almacenado a -80 °C hasta su posterior uso. Para la
deteccion de anticuerpo contra PCV2 se empleo un kit comercial (Bio Check®), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Dicho kit posee una sensibilidad del 92.1 % y una
especificidad del 95.6 %. La absorbancia de las muestras se ley6 a 405 nm en el equipo
Awareness technology Chromate® (Awareness technology Inc.).

Los datos se capturaron en una hoja de célculo para determinar el porcentaje de
seropositividad. Se realizd una T de Student para determinar diferencia entre las medias de
los parametros hematolégicos entre el grupo positivo y negativo a anticuerpos, asi como de
la frecuencia de la condicion corporal de los animales. El andlisis estadistico se realizd
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empleando el software GraphPad Prism 6 (San Diego, CA). Un valor P de < 0.05 se
consider6 como significativo.

Se localizaron 48 UPPs en las cuales se permitié el acceso para muestrear, las cuales se
encontraban en los municipios de Apodaca, Cadereyta Jiménez, Garcia, General Escobedo,
Hidalgo, Juéarez, Santiago y Salinas Victoria. Se encontrd que, en 44 de los sitios
muestreados, al menos un animal dio positivo a anticuerpos, por lo que el porcentaje de
positividad fue de 91.67 %. EIl resto de las unidades de produccién correspondia a cuatro
sitios en los que ningln animal fue detectado como positivo a anticuerpos contra PCV2. En
todos los municipios fue posible detectar unidades de produccion positivas.

Se muestred a un total de 204 animales, de los cuales se confirmé la presencia de anticuerpos
contra PCV2 en 183, alcanzando un 89.7 % de seropositividad. En México, previamente se
han realizado estudios donde se determin6 un 92.29 % de positividad a anticuerpos contra
PCV?2 entre los animales y entre las unidades de produccién un 98.14 % de positividad con
al menos un animal positivo®™, por lo que, en congruencia con hallazgos de otros autores,
la seropositividad contra este virus se encontré de forma ubicua en las UPPs en el &rea
Metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn y su zona periférica.

Figura 1: A) Mapa de México. B) Mapa de Nuevo Ledn. Cada punto rojo representa una
municipalidad muestreada. C) Identificacion de los municipios muestreados
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Por otra parte, diferentes grupos de investigacion han explorado la presencia del PCV2
mediante el uso de PCR en tiempo real, un ejemplo es en Brasil donde han encontrado la
presencia del genoma del virus en un 15.6 %® de las muestras de pulmén estudiadas. Por
otra parte, empleando PCR cuantitativa, en Colombia se ha detectado un 90 % de prevalencia
empleando muestras de células blancas provenientes de sangre®. En Espafia, otro grupo de
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investigadores se han dado a la tarea de identificar la presencia del virus en unidades de
produccion tecnificadas en diferentes areas empleando PCR cuantitativa en muestras
ambientales, entre las que incluyeron hisopados de superficies de corrales, botas de
trabajadores e incluso dentro de las oficinas de cinco unidades de produccion®?, logrando
encontrar un 42.9 % de positividad, reiterando asi la facil diseminacion de este virus y su
amplia diseminacion en el ambiente.

Los resultados de la seroprevalencia obtenidos se introdujeron en la plataforma WinEpi, asi
como las especificaciones de la sensibilidad y especificidad proporcionadas por el fabricante
del kit a fin de estimar los valores predictivos positivo y negativo. La plataforma arroj6 un
valor predictivo positivo del 99.9 % y un valor predictivo negativo del 25.4 %, asi como una
prevalencia real del 97.3 %.

En este estudio no se muestrearon hembras gestantes debido al riesgo de inducir abortos o en
su caso partos prematuros. Sin embargo, existen estudios en el contexto de otros agentes
infecciosos, como en el caso de influenza A, en el que se ha demostrado que las hembras de
mayor nimero de partos tienen una mayor experiencia inmune debido a su edad, asi como
una mayor concentracion de anticuerpo especificos“®. Por lo que es de suponer que, si se
encontrd positividad en animales de otras edades, del mismo modo exista seropositividad
entre las hembras. Por otra parte, los cerdos son animales que nacen agamaglobulinémicos a
menos que sean expuestos in utero a algun agente, por esto, es importante la ingesta de
calostro para su supervivencia, ya que de este modo adquieren IgG e IgA de la madre®; en
este estudio, los lechones que no habian sido destetados no se incluyeron, debido a que la
presencia de anticuerpos maternales puede ser detectada a través del método de ELISA sin
representar una seroconversion debida a la exposicion al agente.

En cuanto a la condicion corporal de los animales, se observo solo un animal con condicion
de 1 (0.41 %), 49 animales con condicion de 2 (20.16 %), 86 con condicion de 3 (35.39 %)
y 107 animales con condicién de 4 (44.03 %). No se observO ningin animal con una
condicion de 5. Se compard la media de la condicion corporal en el grupo positivo a
anticuerpos contra el grupo negativo (n= 139 animales), pero no se encontrd diferencia
(P>0.05). Ya que para ninguno de los animales se reportd vacunacion contra PCV2, se
presume que la presencia de anticuerpos es debida a la seroconversion por experiencia
inmune previa contra el virus de campo, sin embargo, estos anticuerpos podrian estar
cumpliendo un rol protector contra el desarrollo de los sindromes asociados a PCV2. Se ha
demostrado que la vacunacién no siempre evita la viremia, pero si disminuye la carga viral
sistémica en los individuos vacunados®®. Abonando a lo anterior, un grupo de investigadores
demostré que la vacunacidn tiene un efecto positivo en la respuesta inmune celular y humoral
incluso en animales que previamente presentaban viremia®, es decir, que se han infectado
antes de ser vacunados.
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Si bien, en este trabajo se encontrd una alta frecuencia de positividad a anticuerpos, no se
encontraron animales en aparente cuadro clinico. La mayor parte de los animales poseian una
condicion corporal de media a buena; asi como tampoco fue posible diferenciar por la
condicion corporal a los negativos a anticuerpos de aquellos positivos. Otros investigadores
han encontrado que la presencia del virus en granja no necesariamente es compatible con la
presencia de los sindromes asociados al PCV2(2, ademas, si bien este virus se reconoce
como necesario para desencadenar los sindromes asociados, su sola presencia no es suficiente
para producir la enfermedad®”.

Por otra parte, se compararon las medias de los pardmetros hematoldgicos en el grupo
positivo a anticuerpos contra el negativo, y en cuanto a la linea roja se encontr6 una diferencia
significativa para la hemoglobina (HGB) (P=0.03) y el hematocrito (HCT) (P=0.01), los
cuales se encontraron disminuidos en el grupo positivo con respecto al grupo negativo a
anticuerpos (Figura 2).

Figura 2: Comparacién de parametros hematoldgicos en la linea roja
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La cantidad de individuos incluidos en cada analisis fueron: A= 124, B= 124, C= 141, D= 141, E= 141, F=
141.
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Para la linea blanca (Figura 3), se encontré una disminucion en las células blancas totales en
el grupo negativo a anticuerpos contra PCV2 comparado contra aquellos seropositivos
(P=0.01). Aunque se encontraron diferencias en los parametros de HGB y HCT disminuidos
en los individuos positivos y células blancas totales en mayor cantidad en los positivos a
anticuerpos comparados con los negativos, los tres pardmetros se encontraron dentro de los
rangos normales esperados en ambos grupos. Resulta interesante el hecho de encontrar una
disminucion en el conteo total de leucocitos en el grupo negativo a anticuerpos; sin embargo,
el hallazgo orienta a pensar que estos cerdos pudieran encontrarse en un estado de infeccion
e incluso viremia en el que aun estan por desarrollar anticuerpos; asi mismo, hay que tener
en consideracién que la mayoria de los individuos que permanecieron negativos a la
presencia de anticuerpos, se encontraron en lugares donde se encontrd al menos un animal
positivo, por lo que es muy probable que tengan contacto con el virus en algiin momento de

su vida.

Figura 3: Comparacion de pardmetros hematol6gicos en la linea blanca
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En conclusion, existe la presencia de anticuerpos contra el PCV2 en una gran proporcion de
las UPPs y en los cerdos al interior de éstas, que se encuentran en el area Metropolitana de
Monterrey, Nuevo Le6n y su zona periférica; sin embargo, esto no implica la presencia de
cuadros clinicos.
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Resumen:

El estado de Jalisco es un importante productor de miel de abejas en México. Sin embargo,
no existe informacion sobre las virosis que afectan a las abejas meliferas (Apis mellifera) en
las diferentes regiones apicolas de la entidad. El objetivo de este estudio fue determinar la
prevalencia e intensidad de cuatro enfermedades virales de Apis mellifera durante la
primavera, en seis regiones de Jalisco. Se analizaron abejas de 79 colonias, de las cuales, el
66 y 38 % fueron positivas al virus de la celda real negra (VCRN) y al virus de las alas
deformes (VAD), respectivamente. Dos virosis no fueron detectadas, las causadas por el virus
de la paralisis aguda Israeli (VPAI) y la causada por el virus de la paralisis cronica (VPC).
Los niveles de infeccion fueron relativamente bajos para el VCRN, pero elevados para el
VAD, cuyas infecciones fueron 8,000 veces mas altas que las del VCRN. La prevalencia del
VAD fue significativamente mas alta en las regiones de los Altos, Centro y Sur, mientras que
para el VCRN no hubo diferencias entre regiones. Para la intensidad de infecciones, no hubo
diferencias entre regiones para el VAD, pero si para el VCRN. Las regiones con niveles de
infeccion mas altos fueron la Sur y Centro. Se recomienda realizar muestreos en otras épocas
del afio para detectar posibles efectos estacionales de las virosis de las abejas y disefiar
estrategias para su control.

Palabras clave: Apis mellifera, Virus de las alas deformes, Virus de la celda real negra.

Recibido: 15/10/2023

Aceptado: 23/02/2024

Las enfermedades virales de las abejas meliferas (Apis mellifera) cada vez se asocian mas
con pérdidas de colonias®, por lo que es importante conocer su prevalencia y distribucion
para poder controlarlas. Se conocen més de 20 virus que infectan a las abejas meliferas, pero
pocos parecen tener un impacto serio en su salud. Entre ellos, se puede mencionar al virus de
las alas deformes (VAD), virus de la celda real negra (VCRN), virus de la paréalisis aguda
israeli (VPAI) y virus de la paralisis cronica de las abejas (VPCA)?%). En México se ha
reportado la presencia del VAD, VPAI y VCRN®® en la region del altiplano. Ademas, se
identifico al VAD y VPAI en &caros Varroa destructor, siendo el VAD el de mayor
prevalencia tanto en muestras de abejas como de acaros®. Poco se sabe de las enfermedades
virales de las abejas en Meéxico y el conocimiento de ellas se limita a pocas regiones en pocos
estados. Para el caso de Jalisco, aun no existen reportes oficiales de su distribucion y niveles
de infeccion en las diferentes regiones apicolas del estado. Conocer esta informacion seria
importante porque Jalisco es uno de los principales estados productores de miel en México,
ocupando el tercer lugar en 2021 con 6,073 t®).
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Para fines de la apicultura, el estado de Jalisco ha sido dividido en seis diferentes regiones
que varian en topografia y clima, e incluyen las regiones de los Altos, Centro, Norte, Sierra
amula, Sur y Sureste. Mas de la mitad de los productores y de las colmenas del estado se
encuentran en las regiones Sur y Sureste(”). Debido a que no existe informacion sobre la
presencia e intensidad de enfermedades virales que afectan a las abejas meliferas en
diferentes regiones del estado de Jalisco, se consider6 relevante hacer un muestreo para
determinar su presencia, y si existe alguna relacién entre las virosis y las distintas regiones
del estado. Por ello, el objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia y nivel de
infeccion de las principales virosis que afectan a las abejas meliferas adultas: VAD, VCRN,
VPAI y VPC, en muestras de abejas provenientes de colonias de seis regiones del estado de
Jalisco, México.

Se colectaron muestras de abejas adultas de entre 12 y 16 colonias en cada una de las seis
regiones apicolas de Jalisco al inicio de la primavera, durante los meses de marzo, abril y
mayo de 2018. En cada apiario visitado se seleccionaron y muestrearon tres colonias al azar.
En total se muestrearon 81 colonias de 27 apiarios, aunque solo se pudieron obtener datos de
79. De cada colonia se colectaron dos muestras de tres abejas tomadas de la piquera de cada
colmena. Las abejas se introdujeron en tubos de microcentrifuga de 2.0 ml con RNAlater®
(Thermo Scientific; Mississauga, ON, Canada) para la preservacion del ARN viral. Las
muestras se transportaron en hieleras con refrigerantes y se congelaron a -70° C hasta que se
realizo el diagnostico y cuantificacion de las enfermedades virales.

Los anélisis moleculares para el diagnostico y cuantificacion de las virosis se realizaron en
el Laboratorio de Investigaciones de Abejas Meliferas de la Escuela de Ciencias Ambientales
de la Universidad de Guelph, en Guelph, Ontario, Canada.

Se determind la presencia del VAD, VCRN, VPAI y VPCA mediante PCR con transcripcién
en reversa (RT-PCR). Para ello, se realizo la extraccion de ARN de tres abejas por muestra
con TRIzol (Fisher Scientific; Mississauga, ON, Canada), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. EI ADN complementario se obtuvo con un kit de sintesis de ADNc de
RevertAidTM H Minus First Strand (Fermentas; Burlington, ON, Canada), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Las reacciones de PCR se hicieron en un termociclador Mastercycler (Eppendorf;
Mississauga, ON, Canada). Cada reaccion contenia 1.5 pl de 10x amortiguador de pH para
PCR (New England BioLabs; Pickering, ON, Canada), 1 ul de oligonucleétidos directos y
de reversa (10 mM), 0.2 pl 5U/pl de Taq polimerasa (New England BioLabs; Pickering, ON,
Canada), 2 pl DNAc y 8.8 pl de DEPC-dH20. Las secuencias de cebadores y los ciclos de
amplificacion fueron los descritos en trabajos previos para el VAD*8) VCRN®), VPAI®O y
VPCA®Y, |os productos de la PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa y las
bandas amplificadas fueron capturadas con una cdmara digital bajo luz UV. Ademas, se
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determind el nimero de copias de VAD y VCRN con PCR en tiempo real (QRT-PCR). Los
demas virus no fueron cuantificados por no haber sido detectados en las muestras procesadas
mediante RT-PCR. La curva estandar de calibracion tanto para el VAD como para el VCRN
se cred utilizando un fragmento de gen sintético gBlock® (Integrated DNA technologies;
Coralville, 10, EUA) de 300 pb para cada uno. Los liofilizados de los genes sintéticos (500
ng) se diluyeron con 50 pl de dH20 libre de nucleasas para obtener una concentracion inicial
de 10 ng/ul que se utilizé para hacer diluciones en serie de 10° a 102 nimero de copias de
VAD y de VCRN.

Las reacciones de qRT-PCR se realizaron en un Termociclador BioRad CFX96™ (Bio-Rad
Laboratories; Mississauga, ON, Canada), con PowerUp™ SYBRgreen™ (Supermix 2X)
(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA), en placas para PCR de 96 pozos Hard-Shell®
(BioRad Laboratories; Mississauga, ON, Canadd). Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 20 pl que contenian las siguientes mezclas. Para el VAD, 10 pl de Supermix
2X (Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA), 0.4 ul de oligonucleétidos directo y de
reversa (200nM), 7.2 pl de dH20 libre de nucleasas (Invitrogen; Burlington, ON, Canada) y
2 Ul de ADNCc o las diluciones del gen sintético. Para el VCRN, 10 pl de Supermix 2X
(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA), 0.8 ul de oligonucledtidos directo y de reversa
(400nM), 6.4 ul de dH20 libre de nucleasas (Invitrogen; Burlington, ON, Canada) y 2 ul de
ADNCc o las diluciones del gen sintético. Las secuencias de oligonucleétidos y ciclos de
amplificacion fueron los descritos en trabajos previos para el VAD"? y para el VCRN®?),

El software del termociclador proporciono el célculo de la eficiencia, el coeficiente de
determinacion (R?) y la pendiente de la curva estandar del ARN viral. Para determinar la
cantidad de ARN viral en las diluciones seriadas se utilizé la siguiente formula:

Numeros copias de ARN viral = (ng del fragmento de gen sintético) (6.022x102%) /(longitud
del fragmento de gen sintético) (1x10°) (650 D). Donde: 650 D es el peso promedio de un
par de bases y 6.022x10?% es el nimero de Avogadro®. Posteriormente, se construy6 un
grafico con los valores de Ct frente al nimero de copias de ARN viral inicial y con una
ecuacion de regresion lineal se calculd el nimero de copias virales de VAD y VCRN en las
muestras.

Para determinar si hubo diferencias en las prevalencias de las virosis entre regiones, los datos
se analizaron con pruebas de comparacion de equidad de proporciones usando la correccion
de Benjamini-Hochberg. También, antes de analizar y comparar la intensidad de las
infecciones, los datos se sometieron a pruebas de Shapiro-Wilk y de Bartlett, para analizar
los supuestos de normalidad y homocedasticidad, respectivamente. Los datos no tuvieron una
distribucion normal o fueron homocedasticos, por lo que, para comparar la carga de las
virosis, los datos se transformaron a logaritmo natural y después se sometieron a analisis de
varianza. Cuando se detectaron diferencias significativas, se hicieron comparaciones por
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pares de regiones con pruebas t de Student y la correccion de Benjamini-Hochberg. Los
analisis estadisticos se realizaron con el programa R 3.3.1 (Foundation for Statistical
Computing, Viena, Austria).

Se detectaron dos virosis en colonias de abejas del estado de Jalisco, las causadas por el
VCRN (Figura 1) y el VAD (Figura 2). Dos virosis no fueron detectadas, las causadas por el
VPAI y el VPC. De los virus detectados, la prevalencia a nivel estatal del VCRN fue de
66 % y la del VAD de 38 %. La prevalencia e intensidad de las infecciones causadas por los
virus diagnosticados se presentan en el Cuadro 1.

Figura 1: Fotografia de un gel de agarosa que muestra bandas de 698 pares de bases del
virus de la celda real negra (VCRN) en las columnas 1, 2, 5, 6, 7 y 8. En la reaccion de RT-
PCR se usa un gen de la abeja como control (RpS5)

pb M1 2 3 45 6 7 8 9 CNCP
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Figura 2: Fotografia de un gel de agarosa que muestra bandas de 642 pares de bases del
virus de las alas deformes (VAD) en las columnas 2, 4 y 6. En la reaccion de RT-PCR se
usa un gen de la abeja como control (RpS5)

pb M1 2 3 45 6 7 8 9 CN1CN2CP
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Cuadro 1: Prevalencia e intensidad media de infecciones virales que afectan a colonias de
abejas meliferas en el estado de Jalisco, México

Patdgeno N Prevalencia (%0) Intensidad + E.E.
Virus alas deformes 79 38.0 4,083.40 + 2,676.05!
Virus celda real negra 79 65.8 0.49 +0.23°

INUmero de copias virales por pg de ARN x 10°

475



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(2):471-482

A nivel regional, el VAD tuvo una prevalencia significativamente méas baja en las colonias
de las regiones Sureste y Norte, con solo 8 %, en comparacién con la de las colonias de las
regiones Sur, Sierra Amula y Centro (P<0.05, Cuadro 2). Para la intensidad de infecciones
causadas por el VAD, no hubo diferencias significativas entre colonias de las diferentes
regiones (Fs,73= 0.64, P= 0.67).

Cuadro 2: Prevalencia e intensidad media de infeccién del virus de las alas deformes
(VAD) en obreras adultas de colonias de abejas meliferas en diferentes regiones del estado
de Jalisco, México

Region N Prevalencia (%) Intensidad + E.E.!
Altos 12 33.32P 368.81 £ 239.91
Centro 12 66.7 ° 955.33 £ 611.20
Sierra Amula 15 60.02 14,652.31 + 13,740.36
Norte 12 8.3 176.67 £ 85.12
Sur 16 50.02 955.19 + 476.21
Sureste 12 8.3 5,778.83 £ 3,860.24

1 Namero de copias virales por pug de ARN x 108,
o | jterales diferentes indican diferencias significativas basadas en pruebas de comparacion de equidad de
proporciones con correccion de Benjamini-Hochberg (P<0.05).

El VCRN se detecto en el 42 al 81 % de las colonias de las regiones estudiadas, pero no hubo
diferencias significativas en la prevalencia de este virus entre regiones (P>0.05, Cuadro 3).
Para la intensidad de las infecciones causadas por el VCRN si se encontraron diferencias
significativas entre colonias de distintas regiones (Fs73= 7.14, P<0.01). Por ejemplo, la
region Sur tuvo colonias con niveles de infeccion significativamente més altos que los de
colonias de las demas regiones, excepto la region Centro, que fue la segunda region con los
valores mas elevados, mientras que la regién Norte fue la de menores niveles de infeccion.
En México existe poca informacion sobre la presencia de enfermedades virales de las abejas
meliferas, ya que hace apenas una década se report6 por primera vez la deteccion molecular
del VCE, VAD, VPAI y VCRN®*9 en el altiplano mexicano, pero nada se sabe sobre la
prevalencia o intensidad de infeccion de estas virosis en casi todos los estados del pais. En la
region norte de México, se reporto la presencia del VAD, VCRN, Virus de Kachemira (VK),
VPAI y virus filamentoso (VF) en colonias del estado de Chihuahua, pero no se determino
su prevalencia e intensidad®>!®), Por lo anterior, los resultados de este estudio son un punto
de referencia para futuras investigaciones en las diferentes regiones de importancia apicola
de México.
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Cuadro 3: Prevalencia e intensidad media de infeccion del virus de la celda real negra
(VCRN) en obreras adultas de colonias de abejas meliferas en diferentes regiones del
estado de Jalisco, México

Region N Prevalencia (%) Intensidad + E.E.!
Altos 12 41.7 0.12 + 0.07 ¢
Centro 12 66.7 0.37£0.21 2P
Sierra Amula 15 66.7 0.06 + 0.05 ¢4
Norte 12 58.3 0.02+0.01¢
Sur 16 81.2 1.94+1.08°%
Sureste 12 75.0 0.03+0.01¢

L NUmero de copias virales por pg de ARN x 108,
abed | jterales diferentes indican diferencias significativas basadas en analisis de varianza y pruebas t con
correccion de Benjamini-Hochberg (P<0.05) de datos transformados a logaritmo natural

En otros paises del continente americano se han reportado varios virus con prevalencias
variables. Sin embargo, la mayoria tienen en comin al VAD y al VCRN como los virus mas
prevalentes. Por ejemplo, en Uruguay, el 100 % de las colonias analizadas presentaron VAD
y VCRN®"1®_En Argentina y Chile, el virus mas prevalente fue el VAD, el cual se detectd
en el 35y 37 % de las colonias muestreadas, respectivamente®2%, En Cuba, el VAD fue el
virus mas prevalente, detectado en 91 % de las colonias analizadas, pero no se detecté el
VCRN®Y, En Colombia se detectaron el VAD y el VCRN con prevalencias de 19.9 y
10.6 %, respectivamente®?. En cuanto a Norteamérica, en los EUA se compard la
prevalencia de ocho virus durante seis afios y en todos los afios el VAD se mantuvo como el
virus mas prevalente dentro de un rango de 65 a 92 %, seguido de cerca por el VCRN, con
un rango de 60 a 92 %%,

En cuanto a intensidad de las infecciones virales, a excepcidn de algunos trabajos realizados
en EUA y Canada, ningun estudio realizado en paises de Centroamérica, el Caribe, 0 México,
ha reportado niveles de infeccion virales en las abejas a nivel regional de un estado, a
diferencia de este estudio, que hasta donde se sabe, es el primero en reportar intensidades de
infecciones causadas por virus en las abejas meliferas a nivel regional en México.

Entre las regiones hubo diferencias significativas en las prevalencias de las infecciones
virales de colonias de abejas. El VAD fue detectado con una prevalencia significativamente
baja de 8 % en colonias de las regiones Sureste y Norte. En contraposicion a esta baja
prevalencia, en las regiones Sur, Sierra amula y Centro, la prevalencia del VAD fue mayor
al 50 %. En cuanto a la intensidad de la infeccion causada por el VAD, no hubo diferencias
significativas entre las regiones; en todas fue alto en las muestras positivas. Para la virosis
causada por el VCRN no se encontraron diferencias significativas en prevalencia entre
regiones. Sin embargo, para la intensidad de la infeccion si hubo diferencias significativas,
con las colonias de la region Sur, presentando niveles de infeccion mas altos de la virosis que
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las colonias de las demas regiones, excepto la region Centro. En cuanto a intesidad de
infecion, los niveles de infeccidn encontrados en este estudio fueron altos para el VAD, con
4083.4 X 10°copias virales por pg de ARN y relativamente bajos para el VCRN con 0.49 X
10 copias virales por pg de ARN. Es decir, la intensidad de las infecciones del VAD en
abejas de Jalisco, fue aproximadamente 8,000 veces més alta que la de las infecciones del
VCRN.

Algunos de los factores que pudieron haber influido en las diferencias en prevalencia e
intensidad viral en las colonias de abejas meliferas entre regiones de Jalisco, se incluyen
efectos del entorno, el genotipo de las abejas, y posiblemente cepas diferentes de los virus.
En cuanto a efectos climaticos entre regiones de México, se sabe que las infecciones del VAD
son mas prevalentes y elevadas en colonias ubicadas en zonas de clima templado que en
colonias establecidas en clima tropical®®. Los autores del estudio citado plantearon que esto
ocurre debido a que los climas més frios favorecen la transmision y replicacion del VAD y
pudieran reducir la respuesta inmune de las abejas, lo que las hace mas susceptibles al virus.
Los autores también plantearon el efecto de la interaccién entre el climay el parasitismo por
V. destructor, acaro que esta fuertemente relacionado con la prevalencia e intensidad del
VAD, ya que no solo sirve de vector del virus, sino que este se multiplica en sus tejidos?>25),
Por ello, colonias con mayor infestacion por V. destructor suelen tener prevalencias e
intensidades de infeccion del VAD mas altas que colonias con baja infestacion del acaro®.
Ademas, el genotipo de las abejas varia con su grado de africanizacion. Se ha demostrado
que la intensidad de infeccion causada por el VAD y por el VCRN es mas alta en colonias
con mitotipo o morfotipo europeo que en colonias con mitotipo o morfotipo africano@®. Es
posible que las colonias menos infectadas con virosis en este estudio hayan tenido mayor
grado de africanizacién que las mas infectadas. Sin embargo, esta hipotesis tendria que ser
investigada.

Los elevados niveles de infeccion del VAD son preocupantes, ya que si los apicultores
descuidan las medidas de control de V. destructor, la prevalencia e intensidad de las
infecciones del VAD podrian aumentar. Se sabe que junto con el parasitismo por Varroa,
este virus puede debilitar a las colonias hasta ocasionar su colapso™. Por ello es fundamental
hacer hincapié en la importancia de implementar una adecuada estrategia de control de las
infestaciones de V. destructor, para mantener las infecciones del VAD lo mas bajas posible
en las colonias de abejas. En cuanto al VCRN, aunque tuvo una alta prevalencia, sus niveles
de infeccién fueron bajos. Sin embargo, este estudio fue estacional, por lo que habria que
Ilevar a cabo estudios a lo largo de todo un afio y por varios afos para confirmar si este es un
virus que pudiera representar dafios potenciales a la apicultura de Jalisco.

En conclusidn, la virosis de las abejas meliferas méas prevalente en el estado de Jalisco fue la

del VCRN que se detecto en el 66 % de las muestras, mientras que la virosis del VAD, fue
detectada en el 38 % de las colonias. Los niveles de infeccion para el VAD fueron elevados
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(8,000 veces mas altos que los del VCRN). Las regiones con mayor prevalencia del VAD
fueron la Centro, Sur, Altos y Sierra amula. En cuanto a la intensidad de infecciones del
VAD, no hubo diferencias significativas entre regiones. Para la prevalencia del VCRN
tampoco hubo diferencias significativas entre regiones, pero si las hubo para la intensidad de
infeccion. Las regiones con niveles de infeccion mas altos fueron la Sur y Centro. Se
recomienda llevar a cabo estudios adicionales con muestreos en varias estaciones del afio y
por varios afios, para conocer bajo que condiciones y épocas, las virosis pudieran ser mas
dafinas a la apicultura y para disefiar estrategias de control.
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