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PRESENTACION

La Revista de Investigacion Agraria y Ambiental (RIAA) es un proyecto
editorial de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia (UNAD), que
surge en el afio 2009 con el fin de comunicar los resultados de investi-
gaciones originales en el drea agraria y ambiental realizadas por perso-
nas, grupos o instituciones tanto nacionales como internacionales. Con
el fin de mantener y afianzar la confianza entre investigadores y publico
interesado en las tematicas de RIAA, la revista busca su inclusién en
prestigiosas bases de datos y sistemas de indexacién tanto nacionales
como internacionales.

Mision

La mision de RIAA es fomentar la comunicacién y colaboracion entre inves-
tigadores nacionales e internacionales a través de la divulgacion y trans-
ferencia de conocimiento relacionado con las ciencias agrarias y del medio
ambiente, con el fin de fortalecer la generacion de nuevo conocimiento.

Publico al que se dirige

La Revista de Investigacion Agraria y Ambiental (RIAA) es una publi-
cacion oficial de la Escuela de Ciencias Agricolas, Pecuarias y del Medio
Ambiente (ECAPMA) de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia
(UNAD), destinada a publicar articulos resultantes de las investigaciones
originales en el area agraria y ambiental y en las areas de conocimiento
afines, en temas relacionados con los avances en producciéon animal,
agricultura y uso sostenible de los recursos naturales. Como ejemplos
de areas afines citamos, entre otras, ética, ecologia, sociologia, geo-
grafia, historia, derecho, educaciéon y economia, cuando se ocupan de
perspectivas del desarrollo, de estilos de agricultura, de historia agraria,
de desarrollo sustentable, de bioética y ética ambiental, de educacién
ambiental y extensidn rural, de politica agraria y ambiental, de legis-
lacién ambiental, forestal y agraria o de contribuciones significativas e
innovadoras con visidn sistémica, interdisciplinaria y/o transdisciplinaria.
La publicacién circula en formato impreso y en forma electrdnica con
acceso libre.

Periodicidad
RIAA es una publicacion semestral (enero-junio y julio-diciembre).



CESION DE DERECHOS

RIAA, al momento de recibir la postulacion de un manuscrito
por parte de su autor, ya sea a través de correo electrénico
o postal, considera que puede publicarse en formatos fisicos
y/o electrénicos y facilitar su inclusidon en bases de datos,
hemerotecas y demas procesos de indexacion.

Se autoriza la reproduccion y citacidén del material de la revista,
siempre y cuando se indique de manera explicita el nombre de
la revista, los autores, el titulo del articulo, volumen, nimero
y paginas.

Las ideas y conceptos expresados en los articulos son res-
ponsabilidad de los autores y en ningun caso reflejan las po-
liticas institucionales de la UNAD.



INDEXACIONES

La Revista de Investigacion Agraria y Ambiental es indexada en las siguientes bases de datos especializadas.
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La Base Bibliografica Nacional - BBN Publindex, que hace parte del Sistema Nacional de Indexa-
ciéon y Homologacion, es dirigida por el Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e
Innovacién, Colciencias. Esta constituida por la informacién integrada por las revistas especiali-
zadas de CT+I sobre su produccidn, donde se hace visible para consulta en linea la informacion
bibliografica recolectada de los documentos hasta el nivel de resumen.

CABI es una organizacion intergubernamental sin fines de lucro, que proporciona informacion y
servicios de caracter cientifico en el mundo desarrollado y en desarrollo.

CAB Abstracts: es una base de datos que ayuda a documentar la literatura publicada en el
mundo, en: agricultura, medio ambiente, ciencias veterinarias, ciencias vegetales, micologia y
parasitologia, economia aplicada, ciencias de la alimentacion, salud humana, nutricién y temas
relacionados.

Repositorio de Texto Completo de CABI: garantiza que los articulos estén disponibles y sean
facilmente localizados por cientificos y profesionales a nivel mundial.

EBSCO ofrece un repositorio de: documentos, audio libros, libros digitales y bases de datos que
cubren diferentes areas, niveles de investigacidn e instituciones: escuelas, bibliotecas publicas,
universidades, entidades de salud, corporaciones y agencias gubernamentales.

ENVIRONMENT INDEX: Base de datos especializada; informacion en tematicas relacionadas con:
agricultura, ciencias del mar y agua dulce, ecologia de ecosistemas, geografia, energia, fuentes
renovables de energia, recursos naturales, contaminacion y gestidon de residuos, tecnologia am-
biental, legislacion ambiental, politicas publicas, planificacion urbana e impactos sociales.

FUENTE ACADEMICA PREMIER: Esta base de datos proporciona una coleccidon de revistas
cientificas de América Latina, Portugal y Espafia; cubre todas las areas tematicas con especial
énfasis en agricultura, ciencias bioldgicas, economia, historia, derecho, literatura, filosofia, psi-
cologia, administracién publica, religidén y sociologia.

ACADEMIC SEARCH COMPLETE ofrece una gran coleccion de revistas académicas multidisciplina-
rias en texto completo, proporcionando a los usuarios acceso a informacién critica de muchas fuentes
Gnicas. Ademas, incluye texto completo revisado por pares. El contenido académico cubre una amplia
gama de importantes areas incluyendo antropologia, ingenieria, derecho, ciencias y muchas mas.

REDIB (RED IBEROAMERICANA DE INNOVACION Y CONOCIMIENTO CIENTfFICO) es una platafor-
ma para la agregacion de contenidos cientificos y académicos en formato electrdnico en el espacio
Iberoamericano. REDIB proporciona acceso y facilita la difusion y ejecucion del trabajo cientifico. Los
destinatarios de esta informacidn son tanto la comunidad académica y sociedad en general, asi como
los responsables de la politica cientifica y aquellos encargados de ponerla en practica y analizarla.

PERIODICA es una base de datos bibliogréfica creada en 1978 en la Universidad Nacional Au-
tonoma de México (UNAM). La base de datos se actualiza diariamente y mas de 10 mil registros
son agregados cada afo.

Ofrece alrededor de 336 mil registros bibliograficos de articulos originales, informes técnicos,
estudios de caso, estadisticas y otros documentos publicados en cerca de 1 500 revistas de
Ameérica Latina y el Caribe, especializadas en ciencia y tecnologia.

Dialnet es una base de datos de acceso libre, creada por la Universidad de La Rioja (Espaia), que
difunde produccidn cientifica hispana.

Latindex es un sistema de Informacidn sobre las revistas de investigacién cientifica, técnico-
profesionales y de divulgacidn cientifica y cultural que se editan en los paises de América Latina, el
Caribe, Espafia y Portugal. La idea de creacion de Latindex surgié en 1995 en la Universidad Nacio-
nal Auténoma de México (UNAM) y se convirtié en una red de cooperacion regional a partir de 1997.

La Plataforma Open Access de Revistas Cientificas Electrénicas Espafiolas y Latinoamericanas
e-Revistas, es un proyecto impulsado por el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC) con el fin de contribuir a la difusion y visibilidad de las revistas cientificas publicadas en
América Latina, Caribe, Espafia y Portugal.

BASE es uno de los motores de busqueda mas voluminosos del mundo, especialmente para recursos
web académicos. BASE proporciona mas de 120 millones de documentos de mas de 6,000 fuentes.
Puede acceder a los textos completos de aproximadamente el 60% de los documentos indexados de
forma gratuita (Acceso abierto). BASE es operado por la Biblioteca de la Universidad de Bielefeld.
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en consolidacién

ProQuest conserva amplia y variada informacion, tanto de archivos histéricos, como de los
avances cientificos actuales y maneja tecnologias digitales que optimizan la busqueda, inter-
cambio y gestion de la informacion. ProQuest proporciona servicios en el ambito académico,
empresarial, gubernamental, bibliotecas escolares y publicas, asi como servicios a los inves-
tigadores profesionales, que les permiten la adquisicion estratégica, gestidén y busqueda de
colecciones de informacion.

Actualmente RIAA es visible en las bases de datos: ProQuest Agricultultural Science Collection,
ProQuest SciTech Collection y ProQuest Natural Science Collection.

ProQuest Agricultultural Science Collection: Proporciona una amplia cobertura de todos
los temas de agricultura y es apoyada por la Biblioteca Agricola Nacional de EE.UU. La interfaz
aporta caracteristicas avanzadas y herramientas que permiten a los investigadores mas preci-
sion en las revisiones de literatura especializada y adaptada a su area del estudio.

ProQuest SciTech Collection: Combina una serie de bases de datos especializadas en Cien-
cias Naturales, Tecnologia e Ingenieria en una interfaz dindmica que permite acceso a texto
completo mediante una busqueda integral a través de amplios resimenes gestionados por
equipos editoriales de expertos.

ProQuest Natural Science Collection: Proporciona una vasta cobertura de literatura en el
ambito de: Agricultura, Biologia, Geologia, Ciencias de la Tierra y Ciencias Ambientales. Ofrece
acceso a texto completo de fuentes que incluyen: publicaciones académicas, revistas profesio-
nales, informes, libros, actas de conferencias y material de relevancia.

OCLC (Online Computer Library Centre) es una cooperativa de 72,035 bibliotecas de 171
paises con el doble objetivo de mejorar el acceso a la informacidn y reducir el costo de las bi-
bliotecas. El CRAI de la URV se uni6 a OCLC en mayo de 2014 cooperando con Worldcat Local.
Mas de 1.4 millones de articulos con acceso de un clic al texto completo (cuando los recursos
estan suscritos por la URV o son de acceso abierto) o las referencias bibliograficas que permiten
ubicar u ordenar el articulo a través del servicio de préstamo interbibliotecario. Ademas mas de
40 millones de elementos digitales de fuentes confiables como Google Books y archivadores y
repositorios digitales lideres como OAlster, ArchiveGrid y HathiTrust y con mas de 25 millones
de libros en bibliotecas de todo el mundo.

Directory of Open Access Journals (DOAJ) lista revistas de acceso libre, cientificas y aca-
démicas, que cumplan con estandares de alta calidad al utilizar la revision por pares o control
de calidad editorial y que sean gratuitas para todos al momento de su publicacion, sobre la
base de la definicion de acceso libre adoptada en la Budapest Open Access Initiative (BOAI).12
El objetivo del DOAJ es “incrementar la visibilidad y facilitar el uso de revistas cientificas y
académicas de acceso libre, de manera que se promueve su mayor uso e impacto. Debido a
que el acceso libre es un fendmeno mundial, el DOAJ incluye publicaciones de todo el mundo
en muchos idiomas. Es posible navegar por las revistas o buscar por articulos en el interior de
muchas revistas, por medio de una interfaz. En mayo de 2009, la base de datos bibliografica
contenia 4.177 revistas, de las cuales 1.531 estaban catalogadas a nivel de articulo.

AmeliCA es una infraestructura de comunicacion para la publicacién académica y la ciencia
abierta, sostenida de forma cooperativa y centrada en el modelo de publicacién sin fines de
lucro para conservar la naturaleza académica y abierta de la comunicacién cientifica. AmeliCA
(premio Sparc a la innovacion 2019) es impulsada por la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) y liderada por el Consejo Latinoamericano
de Ciencias Sociales (CLACSO), la Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe,
Espafia y Portugal (Redalyc) y un conjunto de instituciones académicas.

Open Academic Journals Index (OAJI) es una base de datos de texto completo de revistas
cientificas de acceso abierto. Fundador - International Network Center for Fundamental and
Applied Research, Estados Unidos. La misién es desarrollar una plataforma internacional para
indexar las revistas cientificas de acceso abierto. El Indice Global Actual de la Revista (CGIJ)
OAIJI se crea teniendo en cuenta las tendencias y los desafios mundiales actuales en el campo
de la indexacién de las revistas cientificas. CGIJ OAJI considera las bases de datos de citas
cienciométricas (WoS, Scopus), asi como la base de datos basica de acceso abierto (DOAJ).

ROAD es un servicio ofrecido por el Centro Internacional ISSN con el apoyo del Sector de
Comunicacion e Informacion de la UNESCO. Lanzado en diciembre de 2013, ROAD ofrece ac-
ceso gratuito a los registros bibliograficos de ISSN que describen los recursos académicos en
Acceso Abierto: revistas, series monograficas, actas de congresos, repositorios académicos y
blogs académicos. Estos registros, creados por la red ISSN (89 centros nacionales en todo el
mundo + el Centro Internacional), se enriquecen con informacion extraida de bases de datos
de indexacién y abstraccién, directorios (DOAJ, Latindex, registro de Keepers) e indicadores
de revistas (Scopus).

Galardon obtenido por RIAA en el afio 2018 como una de las revistas colombianas con mayor
visibilidad internacional.
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EDITORIAL

Estimados lectores

Hace 1 afo, aproximadamente, comenzd esta nueva realidad que vivimos
actualmente. La pandemia del COVID-19, sigue vigente. Cada vez estamos
mejor adaptados a esta situacion y esperamos que pronto podamos obtener
una solucién a este problema. Entre tanto, los investigadores que nos han
seleccionado como medio para difundir su investigacion, luchando contra la
adversidad, nos han enviado sus trabajos. Nosotros agradecemos profunda-
mente la confianza depositada en nosotros.

Asi mismo, agradecemos que aun bajo estas dificiles condiciones, un gran nu-
mero de investigadores revisaron cuidadosamente cada uno de los articulos
que llegaron a nuestras manos y nos ayudaron a seleccionar los articulos que
hoy les brindamos a ustedes, nuestros lectores.

Por nuestra parte, desde la Revista de Investigacién Agraria y Ambiental -
RIAA, seguiremos trabajando fuertemente para mantener una calidad en los
contenidos, que nos permita continuar creciendo permanentemente.

En el presente volumen, como es usual, los lectores podran disfrutar de ar-
ticulos pertenecientes a las areas agricola, pecuaria y ambiental. En el caso
del area agricola, presentamos articulos relacionados con diferentes estudios
acerca de la germinacion de semillas y crecimiento de plantas en el area
agricola, sobre la respuesta inmune de bovinos y bloques nutricionales en el
area pecuaria, y diversos articulos sobre la emisién de CO2 desde motores,
riesgos por inundaciéon en zonas urbanas, compuestos utilizados en la indus-
tria carnica, compuestos industriales liberados en el agua y una revisién sobre
rizobacterias en el area ambiental.

Esperamos que los articulos presentados aqui, representen un avance en el
conocimiento de las diferentes areas del saber, incluidas en la revista.

iSaludos cordiales y buenos deseos para lo que resta de afio!

Gerardo Ojeda
Editor en jefe - Editor in chief

Margarita Bonilla
Co-editora - Co-editor






Revista de Investigacion
Agraria y Ambiental

Recibido: 02/06/2020
Aceptado: 19/10/2020

PROFUNDIDAD DE SIEMBRA Y TAMANO DE LAS SEMILLAS:
DESARROLLO DE LAS PLANTULAS DE FRIJOL MUNGO

SOWING DEPTH AND SEED SIZE ON MUNG
BEAN SEEDLING PERFORMANCE

1Adriene Vieira de Faria, 2Kassia de Paula Barbosa, 3Adriana Rodolfo da Costa,
4Patricia Costa Silva, *Anailda Angélica Lana Drumond, ¢Janaina Borges
de Azevedo Franca, ’Gilzangela Martins Silva

1.7 Ingeniara Agricola, Universidad Estadual de Goids, Unidad Universitaria Santa Helena de Goias,

Santa Helena de Goids, Goias, Brasil. 2-° Doctor en Ciencias Agricolas Instituto Federal Goiano, Campus Rio
Verde, Rio Verde, Goias, Brasil. 3,4 Doctor en Agronomia, Universidad Estadual de Goias, Unidad
Universitaria Santa Helena de Goiéds, Santa Helena de Goias, Goias, Brasil.

6 Doctor en Ciencias Agrarias, Universidad Estadual de Goids, Unidad Universitaria de Ipameri, Ipameri, Goias, Brasil.

!driicaaxd@gmail.com, 2kassiadepaulabarbosa@hotmail.com,

ladriana.costal@ueg.br, ‘patricia.costa@ueg.br, ®anaildal4@yahoo.com.br,

fjanainaborgesdeazevedofrancal@gmail.com, ’'gilzangela.martins@gmail.com

Citacion: Faria, A.V., Barbosa, K.P., Costa, A.R., Silva, P.C., Drumond, A.A., Franga, J.B., y Silva, G.M.
(2021). Profundidad de siembra y tamano de las semillas: desarrollo de las plantulas de frijol Mungo. Revista
de Investigacion Agraria y Ambiental, 12(2), 13 - 24.

RESUMEN

Contextualizacion del tema: el frijol mungo
es ampliamente cultivado en Asia y en Brasil,
y ha surgido como una opcidn para el cultivo
en el segundo cultivo en el Centro Oeste de
Brasil, especialmente cuando se pretende la
rotacion con pastos; sin embargo, la aparicion
desigual y lenta de las plantulas de frijol mun-
go puede conducir a retrasos en el desarrollo
del cultivo y perjudicar la posicion final.

Vacio de investigacion: algunas de las con-
diciones que afectan al establecimiento inicial
del cultivo son la profundidad de siembra y el
tamafio de la semilla. Estos factores todavia
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estan siendo discutidos en el entorno cientifi-
co, especialmente para una cultura reciente-
mente insertada en Brasil.

Proposito del estudio: el objetivo fue eva-
luar el efecto del tamafio de las semillas y
la estandarizacion de la profundidad de la
siembra en el rendimiento de las plantulas
de frijol mungo.

Metodologia: el ensayo se llevé a cabo en
un Latossuelo Rojo, con clima Aw, precipita-
ciéon media anual de 1300 mm y distribucién
bimodal. El disefio experimental utilizado fue
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completamente aleatorio, en un esquema
factorial de 2 x 3 con 8 réplicas de 25 semi-
Ilas, con un total de 48 parcelas. Los factores
analizados fueron de los tamafios de semilla
(3 y 4 mm) y tres profundidades de siembra
(1, 2 y 3 cm). Se evalu6 el indice de velo-
cidad de emergencia (IVE), las plantulas no
emergidas, las plantulas normales, la masa
fresca, la masa seca y la longitud de las
plantulas. Los datos se sometieron al analisis
de varianza y, cuando se aplicaba una pro-
babilidad significativa del 5%, se aplicé una
prueba de Tukey para comparar los medios
de los factores en estudio.

Resultados y conclusiones: se verifico
que, cuando se siembran a 1 cm de profun-
didad, las semillas de frijol mungo tienen IVE
mas bajo; sin embargo, obtuvieron un menor
porcentaje de plantulas no relevantes para el
estudio, y un mayor porcentaje de plantulas
normales emergid a una profundidad de 3 cm.
Por lo tanto, la profundidad mas recomenda-
da para la siembra de frijoles mungo fue de 2
cm, independientemente del tamafio de la se-
milla utilizada. Lo tamafio de semilla de 4 mm
permitié el desarrollo de plantulas con mayor
acumulacién de materia seca.

Palabras-clave: emergencia de plantulas;
indice de velocidad de emergencia; plantulas
normales; Vigna radiata (L) Wilczek

ABSTRACT

Contextualization: The mung bean is widely
cultivated in Asia and Brazil, it has emerged
as an option for cultivation in the second crop
in the Central West Brazil, especially rotation
with grasses is intended; however, the uneven
and slow emergence of mung bean seedlings
can lead to delays in the development of the
crop and impair the final stand.

Knowledge gap: Some of the conditions that
affect the initial establishment of the crop are
the sowing depth and the size of the seed.
These factors are still under discussion in the
scientific environment, especially for a culture
recently introduced in Brazil.

Purpose: the objective was to evaluate the
effect of seed size and sowing depth stan-
dardization on the performance of mung
bean seedlings.

Methodology: The trial was conducted in a
Red Latosol, with Aw climate, average annual
rainfall of 1300 mm and bimodal distribution.
The experimental design used was completely
randomized, in a 2 x 3 factorial scheme with
8 replicates of 25 seeds, totaling 48 plots. The
factors analyzed were two seed size (3 and 4
mm) and three sowing depths (1, 2 and 3 cm).
The emergency speed index (ISE), non-emer-
ged seedlings, normal seedlings, fresh mass,
dry mass and seedling length were evaluated.
The data were submitted to variance analy-
sis and, when significant at 5% probability, a
Tukey test was applied to compare the means
of the factors under study.

Results and conclusions: It was verified that,
when sown at 1 cm depth, the seeds of mung
bean have lower ISE, however, they obtained a
lower percentage of seedlings not relevant for
the study, and a higher percentage of normal
seedlings emerged than at a depth of 3 cm.
Thus, the most recommended depth for the
sowing of mung beans was 2 cm, regardless of
the size of the seed used. The seed class of 4
mm allowed the development of seedlings with
higher dry matter accumulation.

Keywords: Emergency speed index; Normal
seedlings; Seedling emergence; Vigna radiata
(L) Wilczek;
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RESUMEN GRAFICO

;Por que este trabajo?
Frijol Mungo - opcicn para segunda cosecha
Consumo del germendel frijol

Desarrollodel germen - germinaciony vigor de las semillas

Principales Variables
iEltamanode la semilla y
Profundidad de siembra

Influencianen el no desarrollo de plantulas?

PORQUE

Principales Resultados

Profundidad de 1 cm con mayor IVE
Profundiclad  mayor con  menar
porcentage del FNE o
Profundidad de 1 em - mayor PN

Mayar tamano de semillas - mayar

MS de plantulas

Conclusién

La profundidad mas recomendada
para a siembra del frijol mungo es
de 2 cm, independientemente de la
class de tamano de la  semilla

utilizada

Diseiio Experimental
Diseno Completamente al Azar
Esquema factorial 2x 3con B repeticiones de 25 semillas
Cos clases de tamano de semillas y Tres profundidades de

siembra

Fuente:

1. INTRODUCCION

En Brasil, la produccidén total de frijol en la co-
secha 2018/19 fue de 3,02 millones de tonela-
das, de los cuales 1,88 millones de toneladas
son de frijol de colores (Phaseolus vulgaris L.),
497 mil toneladas de frijol coman negro (Pha-
seolus vulgaris L.) y, 638 mil toneladas de frijol
Caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) (Conab,
2019). El frijol es una fuente econdémica de
proteinas, carbohidratos y fibras, ademas de
eso, contiene poca grasa. En la dieta del ser
humano se incluye para beneficios nutriciona-
les, especialmente en micronutrientes (Yu-Wei
y Wang, 2015).

El frijol Mungo (Vigna radiata [L.] Wilczek) es
una leguminosa cultivada en muchas regiones
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PROFUNDIDADDESIEMBRA Y
. TAMANO DESEMILLAS EN EL
DESARROLLO DEPLANTULAS DE FRIJOL

Localizacisn

Universidade Estadualde Goias
Santa Helena de Goias, Goias,

Brasil

Caracteristicas del ambiente
Invernadero
Clima Aw - 2 estaciones definidas

Temperatura media - 25 eC

Precipitacion anual de

aproximadamente 1500 mm

Variables Analizadas

Indice de velocidad de emergencia [IVE]
Longitud de plantulas
Maga frescae masa seca de plantulas

Teste de Tukey - comparacion del promedio

autores

del mundo, especialmente en el continente
Asiatico (Dikshit et al., 2017). En Brasil, sur-
gié como una buena opcién para sembrar en
areas de cultivo de segunda cosecha en diver-
sas regiones del Centro Oeste, especialmente
por presentar un ciclo de maduracién corto,
permitir cosecha mecanizada y ser una opcion
de exportacién para paises asiaticos (Farias
Neto et al., 2019). Igualmente es una exce-
lente opcion en la rotacién con pastos, como
maiz y trigo (Dahiya et al., 2015). Asociado a
lo anterior, aumenta el consumo del brote del
frijol, conocido como Moyashi, que posee ele-
vada calidad nutricional (Vieira et al., 2011). El
brote es producido por germinacion de las se-
millas y queda listo para consumo de 3 a 7 dias
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aproximadamente (Silva et al., 2013). El desa-
rrollo del brote depende de la germinacion y
vigor de las semillas, por eso la calidad debe
ser fundamental para garantizar la productivi-
dad del frijol mungo (Vieira et al., 2003).

La uniformidad del tamafio de la semilla es
una estrategia para mejorar la emergencia
de plantulas, dado que las semillas mayores
0 con mayores densidades pueden poseer un
embrién bien formado y mayor cantidad de
reserva, lo que hace que sean mas vigorosas
(Carvalho y Nakagawa, 2012). Steiner et al.
(2019) afirmaron que el tamaiio de la semilla
establece una importante evidencia de calidad
fisiologica, pues puede afectar la germinacion
y el crecimiento de plantulas, especialmente
en condiciones estresantes. No obstante, hay
evidencia de que puede ocurrir lo opuesto, es
decir, que el tamafio de la semilla no afecte el
vigor y germinacion del frijol comun (Mondo et
al., 2014).

Otro factor que influye en la emergencia de
la plantula es la profundidad de siembra. La
profundidad en que se deposita la semilla esta
ligada directamente a la calidad de la gemi-
nacién y desarrollo de la planta (Silva et al.,
2008). Siembras mas profundas, en suelo hu-
medo y en bajas temperaturas favorecen hon-
gos del suelo, que provocan dafios en semillas,
ademas de aumentar el gasto de energia de
la plantula para emerger (Munkvold, 2003).
Cuando se siembra en profundidades reduci-
das, se propicia el ataque de plagas (Jeller y
Perez, 1997) o predispone al estrés térmico y
al déficit hidrico, pues la semilla necesita es-
tar cubierta por el suelo himedo para que el
proceso de remojo ocurra (Alves et al., 2014).

No esta claro efecto del tamafio de las se-
millas sobre la calidad fisioldgica, especial-
mente en lo que corresponde al frijol mungo.

AUn hay mucho interés por esclarecer ese
cuestionamiento y por obtener conocimiento
sobre si existe una relacién entre el tama-
filo y calidad de las semillas, y si esa rela-
cién permanece cuando la siembra ocurre en
diferentes profundidades. Por esto, existe la
necesidad del estudio de nuevas estrategias
que se puedan sugerir, especialmente a los
pequefios productores. Teniendo en cuenta lo
anterior, independientemente del genotipo, el
objetivo fue analizar el efecto de la estandari-
zacion del tamafio de las semillas y profundi-
dad de siembra en el desarrollo de plantulas
de frijol mungo.

2. MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en la Universidade Esta-
dual de Goias (Unidad Universitaria Santa He-
lena de Goias), en el Sureste Goiano. El area
se localizada a 17°4849” S y 50°3549” W, a
595 m.s.n.m.. La regidn posee clima clasifica-
do como Aw, que presenta una estacién mas
seca, no invierno (Alvares et al. 2013). El ex-
perimento se realizdé en agosto de 2018, perio-
do sin precipitaciones en la region, y con tem-
peratura minima de 20°C y maxima de 32°C.
El experimento se llevd a cabo en un area bajo
una pantalla de sombra al 50%, en Latossue-
lo Rojo Distrofico. El agua durante la prueba
se suministré mediante microaspersores para
mantener la humedad del suelo cerca de la ca-
pacidad de campo.

Se utilizé un disefio experimental completa-
mente aleatorizado, en esquema factorial 2
x 3 con 8 repeticiones de 25 semillas, para
un total de 48 porciones. Los factores anali-
zados fueron los tamafnos de semillas (3 y 4
mm) y tres profundidades de siembra (1, 2y
3 cm). Las semillas se clasificaron mediante
el cierne con tamices circulares de 3 y 4 mm
de didmetro. Se evaluaron las siguientes ca-
racteristicas:
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Indice de velocidad de emergencia (IVE):
se observé diariamente la emergencia de las
plantulas en un horario definido (entre 9 y
10h de la mafiana) hasta su estabilizacion, de
acuerdo con Koch et al. (2015). Se contd el
nimero de plantulas emergidas por dia, di-
videndo ese numero por la cantidad de dias
transcurridos desde la fecha de siembra; pos-
teriormente, se calculd el indice de velocidad
de emergencia de acuerdo con la ecuacién 1
propuesta por Maguire (1962).

IVE = (E1/N1) + (E2/N2) + ... + (En/Nn)
(ecuacion 1)

Donde:

IVE = indice de velocidad de emergencia; E1,
E2, ..., En = nimero de plantulas normales
emergidas computadas en el primer conteo,
en el segundo conteo y en el Ultimo conteo;
N1, N2, ..., Nn = niumero de dias de siembra
hasta el primer conteo, hasta el segundo con-
teo y hasta el Ultimo conteo.

Se evalud el porcentaje de emergencia de
plantulas normales (PN) al final del analisis
del IVE. Se consideraron como plantulas nor-
males aquellas capaces de desarrollarse y
originar una planta normal con todas estruc-
turas esenciales bien crecidas, como el sis-
tema de raiz, la parte aérea y las hojas pri-
marias en expansion. Segun las Reglas para
Analisis de Semillas (RAS) (Brasil, 2009), una
plantula normal es aquella que demuestra la
capacidad para originar una planta normal;
que presente el sistema de raiz vigoroso, la
parte aérea bien crecida, nimero especifi-
co de cotiledones, hojas primarias verdes en
expansién, yema apical y coledptilo (Brasil,
2009). Las demas se consideraron plantulas
no emergidas (PNE).
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Longitud de plantulas (LP): tras la esta-
bilizacion de la emergencia (eso después de
once dias de haber sembrado), se analizaron
12 plantulas por seccién, se midié la longitud
de la parte aérea y raiz, considerando las plan-
tulas normales, y se registraron los resultados
en centimetros (cm) (Nakagawa, 1999).

Masa fresca (MF) y masa seca (MS) de
plantulas: se utilizaron 12 plantulas norma-
les. Tras la estabilizacién de la emergencia,
estas plantulas se pesaron para adquirir datos
de masa fresca. Después, se depositaron las
plantulas de cada seccidn en costales de papel
y se llevaron a secar en un invernadero, a una
temperatura de 65°C, durante 72 h. Después
de este periodo, se pesaron las muestras y se
registraron los resultados en g plantula?, se-
gun Nakagawa, (1999).

2.1 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en cada variable fueron
sometidos a pruebas de normalidad median-
te el método de Shapiro-Wilk y de homoge-
neidad de varianzas mediante la prueba de
Levene, utilizando el programa estadistico
PAST. Después de comprobar los supuestos,
se realizd un analisis de varianza asociado
con la prueba F y, cuando el nivel de proba-
bilidad fue del 5% (P<0,05) se aplico el test
de Tukey (p<0,05) con el fin de saber si exis-
tian diferencias significativas entre las medias
de los factores de tratamiento (profundidad
de siembra y tamafio de las semillas) y sus
interacciones para cada variable, utilizando
el programa estadistico SISVAR (Ferreira,
2011). Adicionalmente, se estudid la relacién
entre las variables relacionadas con el desa-
rrollo de las plantulas de frijol mungo me-
diante un analisis de correlacion de Pearson
a nivel de probabilidad del 5% (P<0,05), utili-
zando el programa estadistico PAST.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 presenta los valores de F provenien-
tes del andlisis de varianza para las variables
respuestas: Indice de Velocidad de Emergen-
cia (IVE), Plantulas no emergidas (PNE), Plan-
tulas normales (PN), Masa seca (MS), Masa
fresca (MF) y longitud de plantula (LP) del frijol
Mungo cultivado, en diferentes profundidades

y tamafos de semillas. El factor profundidad
presentd diferencias significativas para el IVE,
PNE y PN. Sin embargo, el factor del tama-
fno de las semillas es significativo solo para la
MS de las plantulas de frijol mungo. No ocurrié
una interaccion significativa entre la profun-
didad de siembra y tamafio de semillas para
ninguna de las variables.

Tabla 1. Valores de F para Indice de Velocidad de Emergencia (IVE), Plantulas no emergidas (PNE),
Plantulas normales (PN), Masa seca (MS), Masa fresca (MF) y longitud de plantula (LP) de frijol mungo
cultivado en diferentes profundidades (P) y tamafio de semillas (C).

Fuente de variacién GL IVE PNE PN MsS MF LP
Profundidad (P) 2 7,987** 3,565* 3,565* 0,345 1,384 1,39
Tamafio (T) 1 0,098ns 0,040ns 0,040ns 41,540%* 0,77 0,786m
PxT 2 0,856" 0,499 0,499 1,019 1,302 1,265
Residuo 43 - - - - - -
CV (%) - 18,01 26,56 26,56 11,11 9,53 14,40

GL: Grados de Libertad y CV: Coeficiente de Variacion. ™%, - Significativoa 1 y a 5%
y no significativo, respectivamente, por la prueba de F.

Fuente: Autores.

De acuerdo con la figura 1, las profundidades
de 2 y 3 cm no se diferenciaron entre si, y
a profundidad de 1 cm se obtuvo un menor
desempefio para IVE. Biezus et al. (2017) eva-
luaron diferentes cultivares de cuatro grupos
comerciales (Cavalo, Jalo, Carioca y Preto) de
frijol comunes (Phaseolus vulgaris L.) y encon-
traron que la deposicidon de la semilla a 2 cm
de profundidad, en un Nitossolo-Latosol, es
la mas adecuada para los grupos comerciales
evaluados, y cuando supera los 2 cm, afecta
negativamente a la emergencia y el indice de
velocidad de emergencia. Estos autores atri-
buyeron ese decrecimiento a las condiciones

en que se encuentra la semilla, como tempe-
ratura, humedad, calor y ataque de plagas. De
esta forma, estos resultados concuerdan con
los encontrados en este trabajo con frijol Mun-
go, donde la profundidad de 1 cm expuso las
semillas a condiciones de microclima en la su-
perficie del suelo; a esta profundidad, la tem-
peratura y humedad tuvieron mayor incidencia
en la planta. Se percibié que, a menor profun-
didad, el suelo se seca mas rapido y queda con
menor proporcién de agua; esto influye en el
proceso de infiltracion de agua en el suelo, asi
como en la temperatura que calienta la cama-
da del suelo y evapora el agua.
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Figura 1. Indice de Velocidad de Emergencia (IVE) de plantulas de frijol Mungo en funcion de diferentes pro-

fundidades de siembra en Latossuelo Rojo. Diferencia minima significativa (DMS: 2,19). Fuente: autores

En la figura 2, se puede percibir que la pro- se puede justificar por el mayor gasto ener-
fundidad de 1 cm produjo un menor porcen- gético que las plantulas sembradas a mayo-
taje de plantulas no emergidas en compara- res profundidades tuvieron para llegar a la
cién con la profundidad de 3 cm. Este hecho superficie del suelo.
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Figura 2. Porcentaje de plantulas no emergidas (PNE) de frijol mungo en funciéon de diferentes profundidades
de siembra en Latossuelo Rojo. Diferencia minima significativa (DMS: 7,39%). Fuente: autores

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 2: 13 - 24, julio - diciembre 2021, ISSN: 2145-6453



Adriene Vieira de Faria, Kassia de Paula Barbosa, Adriana Rodolfo da Costa, Patricia Costa Silva, Anailda Angélica Lana
Drumond, Janaina Borges de Azevedo Franga, Gilzangela Martins Silva

Profundidad de siembra y tamafio de las semillas: desarrollo de las plantulas de frijol mungo

De acuerdo con los resultados registrados en la
figura 3, las profundidades de 1 y 2 cm no se
diferenciaron entre ellas. No obstante, a 3 cm
hubo un menor desempefio para el porcentaje
de plantulas normales, comparadas a aquellas
sembradas de manera mas superficial. Resulta-
dos similares para emergencias también fueron
encontrados por Pedo et al. (2014), donde se re-
dujo la emergencia de plantulas (PN) con el au-
mento de la profundidad de siembra de frijoles,
atribuyendo esta reduccién a la mayor resisten-
cia fisica impuesta por las capas suelo mas den-
so, lo que proporciona una accion estresante en
el desarrollo de la plantula y, consecuentemen-
te, mayor porcentaje de plantulas no emergidas
(PNE). Segun Biezus et al. (2017), entre mayor
sea la capa de suelo que tenga que romper la
plantula, aumenta la deposicion de semillas de-
bido a que demanda mayor gasto energético de
las reservas almacenadas en la semilla; esto
afecta negativamente el rapido establecimiento
de plantulas en el campo y la uniformidad inicial
de las plantulas (Pedo et al., 2014).
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Figura 3. Porcentaje de plantulas normales (PN)
de frijol mungo sembradas en diferentes profundida-
des en Latossuelo Rojo. Diferencia minima significati-

va (DMS: 7,39%). Fuente: autores

En la figura 4 se puede notar que el mayor
tamafio de semilla (4 mm) presentd mejor
desempefio en relacién a la MS de plantulas
de frijol Mungo. Las semillas mas grandes o
de mayor densidad son aquellas que normal-
mente tienen embriones bien formados y con
mayores cantidades de reservas (Carvalho
y Nakagawa, 2012), siendo potencialmente
las que produciran plantulas mas vigorosas.
Carvalho y Nakagawa (2012) describieron
que el tamafio de la semilla no siempre afec-
ta la germinacién, pero influye en el vigor
de la plantula. En consecuencia, las semillas
de mayor tamafio generalmente causan un
mejor desarrollo en las plantulas; sin embar-
go, se ha observado que las semillas mayo-
res poseen embriones bien formados y con
mayor cantidad de reserva de tejido, por lo
tanto, son mas vigorosas (Albuquerque et
al., 2018); este factor también se observd en
el presente trabajo, de acuerdo con lo des-
crito anteriormente.

Sin embargo, Pereira et al. (2013) afirmaron
que, para el cultivo de soya bajo condiciones
favorables de humedad, las semillas de ma-
yor tamano tienen mejor calidad fisioldgica
y producen plantulas mas robustas, en com-
paracion con las semillas de menor tamafio.
Perin et al. (2002) observaron que semillas
de tres cultivares de frijol de mayor tamafio
poseian altura de plantas y biomasa superio-
res, sugiriendo que las mismas proporcionan
un desarrollo inicial mas vigoroso. El tama-
fo de la semilla esta ligado a un mayor cre-
cimiento y productividad del cultivo, lo que
fomenta procesos metabdlicos capaces de
garantizar un buen desarrollo de plantulas
(Padua et al., 2010).
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Figura 4. Masa Seca (MS) de Plantulas de frijol mun-

go en funcion de diferentes tamafos de semillas (cla-

se). Diferencia minima significativa (DMS: 0,005 g).
Fuente: autores

Mondo et al. (2014) percibieron que las
pruebas de vigor basadas en el crecimien-
to de plantulas indicaron un probable efec-
to del tamafio en el desarrollo inicial de las
plantulas de frijol a partir de semillas gran-
des. Pero, de acuerdo con estos autores, el
tamafio de las semillas de frijol comin no
parece afectar la fisiologia de la semilla,
considerando que independientemente del
tamafo, estas presentaron alto poder ger-
minativo; sin embargo, incluso con el mismo
poder germinativo, las plantulas de las se-
millas mas grandes (4 mm) mostraron ma-
yor acumulacién de masa seca.
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La figura 5 muestra las correlaciones de Pear-
son entre las variables relacionadas con el
desarrollo de las plantulas de frijol Mungo. Se
percibe una correlacién fuerte y positiva entre
IVE y PN (r=0,84), y una correlacion negativa
entre el IVE y PNE (r=-0,84). Lo anterior mues-
tra que IVE esta directamente relacionado con
el desarrollo de plantulas normales. La MS de
plantulas de frijol Mungo también resulté ser
un factor significativo y positivo respecto a las
variables IVE (r=0,41) y PN (r=0,36), pero con
menor intensidad. Es decir, las plantulas nor-
males (PN) de frijol Mungo también tuvieron
una mayor acumulacién de materia seca y un
mayor indice de velocidad de emergencia. Es
necesario tener en cuenta que estas variables,
IVE, PN, PNE y MS, fueron determinantes para
diferenciar las profundidades de siembra (Fi-
gura 1, 2 y 3) y el tamafio de semillas de frijol
mungo (Figura 4).

Amaro et al. (2015) también encontré una co-
rrelacion significativa entre la masa seca de las
plantulas mediante otras pruebas de evalua-
cion la calidad fisiologica de la semilla de fri-
jol comdn cv. Madrepérola, como IVE, LP, MF.
Estos autores sugieren que, por lo tanto, la MS
de plantulas es una prueba sensible para dife-
renciar lotes de semillas, siendo prometedora
para evaluar la calidad fisioldgica de las semi-
llas de frijol comun. De la misma forma, la MS
de plantulas es un factor determinante para di-
ferenciar tamafios de semillas de frijol Mungo.
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Figura 5. Correlacion de Pearson entre las variables relacionadas con el desarrollo de las plantulas

de frijol mungo. indice de Velocidad de Emergencia (IVE), Plantulas no emergidas (PNE),

Plantulas normales (PN), Masa seca (MS), Masa fresca (MF) y longitud de plantula (LP)

de frijol mungo cultivado en diferentes profundidades y tamafios de semillas. “X” indica correlacién

no significativa a nivel de 5% entre las variables. Fuente: autores

4. CONCLUSIONES

La siembra superficial de semillas de frijol
Mungo limita el indice de velocidad de emer-
gencia; sin embargo, a esta profundidad au-
menta el porcentaje de plantulas normales.

La profundidad mas recomendada para sem-
brar el frijol Mungo en estas condiciones es de
2 cm, independientemente del tamafio de la
semilla utilizada.

El tamafo de semilla de 4 mm posibilita el de-
sarrollo de plantulas con mayor acimulo ma-
teria seca.
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ABSTRACT

Contextualization: Due to the importance of
pomegranate among fruit species, studies on
the physiology of its seeds and the production
of seedlings are essential for the expansion of
commercial orchards.

Knowledge gap: With the portrayed im-
portance of this crop and its use in various
sectors, such as agro-industrial and phar-
maceutical products, the development of
continuous and straightforward propagation
techniques that provide a uniform seedling
development will provide favorable condi-
tions for the cultivation and exploitation of
the species, improving its use and boosting
new research.
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Purpose: To evaluate the effect of scarifica-
tion and immersion in gibberellic acid on the
dormancy of pomegranate seeds, aiming at
accelerating the emergence and improving the
initial growth of seedlings.

Methodology: The sarcotesta was removed
and the seeds were scarified. The treatments
consisted of a scarified control, a non-scarified
control (seeds with and without scarification),
and seeds subjected to the concentrations of
500 mg L%, 1,000 mg L%, and 1,500 mg L! of
GA,. The following variables were evaluated: ini-
tial emergence, emergence percentage, mean
emergence time, leaf number, stem diameter,
shoot length, root length, and total dry matter.
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Results and conclusions: The pomegranate
cv. Valencian seeds do not have tegument-rela-
ted dormancy. In order to favor the emergence
percentage and the initial growth of pomegra-
nate seedlings, mechanical scarification and
immersion of the seeds in GA, are dispensed.
Scarification and immersion of pomegranate
seeds in 500 mg L* of GA, are recommended to
produce seedlings in a shorter time.

Keywords: Cultivar Valenciana; Emergence;
Gibberellin; Punica granatum; Sarcotesta

RESUMEN

Contextualizacién: debido a la importancia
de la granada en los arboles frutales, los es-
tudios sobre la fisiologia de las semillas y la
produccién de plantulas son esenciales para la
expansion de los huertos comerciales.

Vacio de conocimiento: considerando la im-
portancia de este cultivo y su uso en diver-
sos sectores, como el agroindustrial y el far-
macéutico, el uso de técnicas de propagacion
simples y continuas que permiten un desa-
rrollo uniforme de las plantulas proporcionara
las condiciones favorables para el cultivo y la
explotacién de la especie, mejorar su uso e
impulsar nuevas investigaciones.

Propoésito del estudio: evaluar el efecto de
la escarificacién y la inmersion en acido gibe-
rélico en la fase de latencia de las semillas de
granada, a fin de acelerar la aparicién y mejo-
rar el crecimiento inicial de las plantulas.

Metodologia: se retird la sarcotesta y se es-
carificaron las semillas. Los tratamientos con-
sistieron en testigo y control (semillas con y
sin escarificacion) y concentraciones, 500 mg
L', 1000 mg L' y 1500 mg L* de GA,. Se eva-
luaron las siguientes variables: la emergencia
inicial, el porcentaje de emergencia, el tiempo
medio de emergencia, el nimero de hojas, el
diametro del tallo, la longitud del brote, la lon-
gitud de la raiz y la materia seca total.

Resultados y conclusiones: las semillas de
granada cv. valenciana no tienen dormancia
relacionada con el tegumento. Para favorecer
el porcentaje de emergencia y el crecimiento
inicial de las plantulas de granada, se prescin-
de de la escarificacién mecanica y de la inmer-
sion de las semillas en GA,. Se recomienda la
escarificacion y la inmersion de las semillas de
granada en 500 mg L de GA, para obtener las
plantulas en menos tiempo.

Palabras clave: Cultivar Valenciana; Emergen-
cia; Giberelina; Punica granatum; Sarcotesta
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GRAPHIC SUMMARY

No mechanical
scarification and
immersion of seeds in
gibberellic acid

Increase the emergence
percentage and initial
growth of pomegranate
seedlings

Pomegranate seed

cultivar Valenciana

O

: Scarification and
{ immersion of seeds in
500 mg L't GA,

Obtention of seedlings a
shorter time

Do not have tegument-related
dormancy.

1. INTRODUCTION

Due to the several functional and nutraceutical
properties found in the plant, the pomegranate
(Punica granatum) has gained prominence in the
market of fresh fruits, in industry, and in studies
regarding its constituents (Asadi et al., 2018).

Among the main substances of these fruits,
the phenolic compounds, tannins, flavonoids,
and alkaloids are often highlighted (Peixoto et
al., 2014). Furthermore, throughout the last
decade, studies suggest that this fruit pre-
sents antimicrobial properties and high antio-
xidant power, with the potential for use in the
treatment and prevention of cancer, diabetes,
and cardiovascular and degenerative diseases
(Bensaad et al., 2017).

These important nutraceutical characteristics
of the pomegranate make it an excellent alter-
native for cultivation as consumers increasin-
gly demand foods with organoleptic quality and
good nutritional composition. For this, first, it is
necessary to understand the appropriate pro-
pagation techniques, involving the physiological
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aspects of the seeds, such as dormancy, in or-
der to make the sector promising.

Seedling production is the first stage of the
installation of productive orchards. In this
context, seeds are of utter importance for the
success of agricultural crops since they are
designed to produce seedlings to be used as
rootstocks. For pomegranate, the use of roots-
tocks is a reality in the sector, ensuring the
production of vigorous genotypes that provi-
de high planting density and reduced fruiting
time, using materials with desirable agronomic
traits, such as drought tolerance and resistan-
ce to pests and diseases, which can be evalua-
ted during development and behavior studies
(ValizadehKaji et al., 2020).

Given its importance, the production of pome-
granate rootstocks demands great knowled-
ge regarding seed germination and seedling
emergence (Batista et al., 2011); however,
there are still reports of complications in the
literature regarding the obtainment of high
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emergence values (Materechera & Seeiso,
2013), leading to the assumption that pome-
granate seeds present dormancy.

According to Khadivi-Khub et al. (2015) and
Aguilera-Arango et al. (2020), pomegranate
seeds present varied physical dormancy levels in
the tegument according to the cultivar, with this
behavior greatly influencing cultivation and the
production of commercial orchards. In adverse
situations related to germinative and emergence
processes due to possible seed dormancy, Taiz
et al. (2017) recommended the use of pre-ger-
minative treatments, such as scarification of the
seed coat and seed immersion with plant growth
regulators, such as gibberellic acid, and verified
that the association of these techniques could
intensify the emergence rate and improve plant
uniformity (Vasconcelos et al., 2015).

In this perspective, this study aims to evalua-
te the effect of mechanical scarification and
immersion in gibberellic acid on the dormancy
of pomegranate seeds, aiming at accelerating
germination and the initial seedling growth.

2. MATERIALS AND METHODS

The experiment was performed at the Phytote-
chny Laboratory of the Department of Phyto-
techny, Food Technology, and Socioeconomics
of the Faculty of Engineering, UNESP, Ilha Sol-
teira, from August to October 2015. The phy-
siologically mature fruits collected from adult
10-year-old plants of the pomegranate cultivar
‘Valenciana’ were obtained from a commercial
producer in the municipality of Presidente Pru-
dente (22°3'21.24” S latitude, 51°21'35.16" W
longitude, and 477.6 m of elevation).

The fruits had their pulp removed, and the seeds
were homogenized. Afterward, the sarcotesta
was removed by pressing the seeds through a
2 mm mesh sieve under running water (Melo
& Seleguini, 2013), and the material was dried

in the shade on absorbing paper sheets for 12
hours. The seeds were divided into two lots,
one formed by non-scarified seeds (WITHOUT)
(Figure 1A) and another (WITH) formed by
seeds scarified with a sandpaper sheet n® 100
in the region opposite to that of radicle emer-
gence (Figure 1B).

The seeds were soaked for four hours in a
gibberellic acid solution (Dindmica®) without
aeration. Aiming at overestimating the doses
used by Takata et al. (2014), the purpose of
this study was to verify whether gibberellic
acid, at high doses, could improve the emer-
gence conditions of pomegranate seedlings.
For this, considering the medium concentration
of 1,000 mg L?, the following treatments were
defined: scarified control (seeds with scarifica-
tion), non-scarified control (seeds without sca-
rification), and three concentrations: low (500
mg L* GA,), medium (1,000 mg L* GA,), and
high (1,500 mg L' GA,). In all treatments, the
seeds were soaked in GA, for four hours. For
the control treatment, the seeds were soaked
only in deionized water for the same period.

Figure 1. Pomegranate seeds (Punica granatum) without
(A) and with (B) scarification. 0.7x magnification.

Source: Authors.

The experimental design was completely rando-
mized, in a 2 x 3 factorial arrangement (scarifi-
cation x concentrations of gibberellic acid) with
four replications, each formed by 100 seeds.
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After immersion, the seeds were sown in ex-
panded polystyrene trays with 200 cells filled
with a commercial organic substrate (Bio-
plant®), which were installed in a plant nursery
equipped with a fan and pad evaporative coo-
ling system (28+2 °C) and controlled irrigation
twice a day, for 3 minutes (1,800 cm?® min?).
The Bioplant® substrate presented a 0.44 g
cm3 density, with 28.30% of compostable or-
ganic matter, 15.72% of organic carbon, and a
54/1 ratio of organic carbon and total nitrogen.

The following variables were daily evalua-
ted until the stabilization of emergence: ini-
tial emergence, emergence percentage, and
mean emergence time (Labouriau, 1983). At
50 days after sowing, the following variables
were evaluated: number of leaves, stem dia-
meter (mm), root length (cm), shoot length
(cm), and total dry matter (mg). For the total
dry matter, the seedlings were placed in paper
envelopes and taken to a forced-air circulation
oven at 65 °C, where they remained until rea-
ching constant weight (72 hours).

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

The treatment means were compared by
Dunnett’s test using the scarified control and
non-scarified control means (5%) through the
statistical software ACTION STAT 3.7.

The data were analyzed using the software
SISVAR (Ferreira, 2019). The assumption of
normality was tested by the Shapiro-Wilk test,
using the F-test in the analysis of variance to
compare the means when a significant diffe-
rence was found for the factors with two le-
vels (with and without scarification). Tukey’s
test was used to compare the means of the
treatments for the factors with three levels
(low, medium, and high concentrations) when
a significant difference was found for each va-
riable. All statistical tests were performed at a
5% level of probability.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the comparisons of the means of
the scarified control (seeds with scarification)
and non-scarified control treatments (seeds
without scarification).

Table 1. Mean initial emergence (IE), emergence percentage (EP), mean emergence time (MET), number of

leaves (NL), stem diameter (SD), shoot length (SL), root length (RL), and total dry matter (TDM) of pomegranate

seedlings (Punica granatum) produced from seeds subjected to scarification and GA, concentrations (mg L?).

TREATMENTS IE EP MET
(days) (%) (days-1)
WH + 0 10.50 36.00 18.56
WT + 0 12.50m 57.00" 22.54ns
WH + 500 7.00m5) 38.00m09 15,770
WH + 1,000 12.00709) | 41,0009 23.44nss)
WH + 1,500 10.00709 | 42,007s09) 15.39ns)
WT + 500 15.00709 71.00%0s) 24,5009
WT + 1,000 13.25m09 66.00% 25.23"0s)
WT + 1,500 14,7509 73.00%9 24.96"09)

NL SD SL RL TDM
(mm) (cm) (cm) (mg)
8.37 0.53 3.45 7.53 75.60
10.90" 0.62" 4.38" 8.89n"s 93.60"
6.55"™ 0.14"™ 3.13mM 6.42m™ 62.73)
6.80™" | 0.26"™ 3.41n™ 8.14ns(s) 77.120s09)
7.40m  0.24"™ 3.97nss) 6.89nsM 73.66"™
8.05=™ = 0.31"™ 3.420s 10.49")  90.42nsns)
7.20m™ 0.21"™ 3.35mM 8.48nstne) 86.13ns(ns)
7.40m™ = 0.24"™ 3.56mM 7.42ns(s) 82.51ns(ns)

*Significant, nsNot significant by Dunnett test (5% probability). Significance outside parentheses: means related to
seeds with scarification (WH); Significance within parentheses: means related to seeds without scarification (WT).

Source: Authors.
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When observing the initial emergence, itis seen
that, compared to the scarified control (WH+0),
the treatments with non-scarified seeds subjec-
ted to low and high concentrations of GA, (500
and 1,500 mg L, respectively) significantly de-
layed in a few days the beginning of emergen-
ce (Table 1). However, compared to the non-
scarified control (WT+0), only the treatment
with scarified pomegranate seeds subjected to
the low concentration of gibberellic acid (500
mg L?) showed a significant difference, emer-
ging in a shorter time, resulting in 12.50 and
7.00 days, respectively. The variable of initial
emergence becomes of utter importance, since
it allows knowing the seeds behavior regarding
the emergence time in the soil, optimizing the
cultivation planning of this crop.

It is noted that when the pomegranate seeds
without scarification were associated with the
tested concentrations of gibberellic acid, the
emergence percentage was statistically higher
than in the scarified control (WH+0), with 36%.
However, these treatments did not differ from
the non-scarified control treatment (WT+0),
which showed a 57% emergence rate (Table
1). Therefore, it is seen that the pomegranate
seeds germinated regardless of scarification,
indicating the absence of physical numbness,
since the seed coat did not prevent the inflow
of the solution, allowing germination and the
later emergence of seedlings.

The contact of the embryo with moisture before
the beginning of the germination process may
have damaged the emergence of pomegranate
seedlings. Moreover, the solution inflow was fa-
cilitated with seed scarification due to the diffe-
rence in water potential between seeds and the
medium, providing an accelerated absorption
of solutes and causing injuries to seeds due to
the reduction of cell membranes integrity, be-
sides the loss of nutrients considered essential
to germination (Marcos Filho, 2015).

The same occurred for the mean emergen-
ce time, for which the treatments with non-
scarified seeds subjected to concentrations of
GA, were significantly higher than the scarified
control (18.56 day*) and did not differ from
the non-scarified control (22.54 day!). Howe-
ver, for this variable, the absence of scarifi-
cation and the use of GA, for seed immersion
increased the time for the occurrence of emer-
gence (Table 1). This shows that pomegrana-
te seeds with an intact seed coat can present
higher percentages of emergence without the
need for scarification and the use of gibbere-
Ilic acid, otherwise delaying the emergence of
seedlings by a few days.

For the number of leaves, the control
treatment and the treatment with scarified
seeds subjected to the low concentration of
GA, (500 mg L*') showed a significant diffe-
rence from the non-treated seeds (Table 1).
All treatments evaluated were statistically
lower than the control (WT+0), which showed
the highest number of leaves (10.90). As gib-
berellins are also synthesized in the seeds
(Taiz et al., 2017), the internal content of this
hormone in pomegranate seeds was probably
sufficient to trigger the physiological proces-
ses of germination, emergence, and growth
attributes of seedlings.

For stem diameter, all treatments with GA,
showed significantly lower values than the
scarified control (WH+0) and the non-sca-
rified control (WT+0), in which case the po-
megranate seeds with an intact seed coat
showed larger stem diameter than the sca-
rified seeds, resulting in 0.62 and 0.53 cm,
respectively (Table 1).

In general, the shoot length of seedlings who-
se seeds were subjected to concentrations of
GA, was not statistically different from the
scarified control treatment (WH+0), although
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showing significant differences compared to
the non-scarified control (WT+0), with the lat-
ter being superior (4.38 cm) (Table 1). For root
length and total dry matter, the WH+500 and
WH+1,500 treatments were statistically lower
than the non-scarified control (WT+0), with
8.89 cm and 93.60 mg, respectively.
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A significant difference can be observed in
the interaction between factors for the initial
emergence and for the mean emergence time
(Table 2); however, the emergence percenta-
ge was only influenced by the isolated factors
when performing the analysis of variance by
the F-test at 5% of probability.

Table 2. Analysis of variance for initial emergence (IE), emergence percentage (EP), and mean emergence

time (MET) of pomegranate seedlings (Punica granatum) produced from seeds subjected to scarification and

low (500 mg L), medium (1,000 mg L*) and high concentrations (1,500 mg L*) of GA,.

IE (days) EP (%) MET (days™)

Source of Variation
Mean Square

Scarification (A) 130.6667* 5280.6667* 268.8082*
Concentration (B) 6.1250MN 34.6667"s 46.6059*
AxB 22.7617* 34.6667"N 36.5351*
C.V. (%) 17.29 21.02 9.92
Scarification Means
With 9.67+0.96 B! 40.33+3.17 B 18.20+1.27 B
Without 14.33+£0.33 A 70.00+3.06 A 24.90+0.51 A
Concentration of GA, (mg L) Means
500 11.00+1.52 54.50+6.59 20.14+1.74 B
1,000 12.63+£0.73 53.50+5.39 24.34+£0.84 A
1,500 12.38+1.30 57.50+8.14 20.17+1.96 B
General Mean 12.00+0.69 55.17+3.77 21.55+0.97

*Significant and “Snot significant at 5% of probability by the F-test. !Same letters in the column

(between rows) do not differ from each other by the F-test (5% of probability).

Source

The percentage of emergence showed a higher
value (70%) when considering the treatments
without scarification, differing statistically from
those in which the pomegranate seeds were
scarified (40.33%) (Table 2). This shows, once
again, that the seed coat of the pomegranate
seeds is not a limiting factor to their immer-
sion and germination. Monteiro et al. (2019),
evaluating seedling emergence in seeds of the
pomegranate cv. ‘Comum’ subjected to sca-
rification and immersion in water, concluded
that these seeds present a considerable water
content in their composition, and, even with
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an intact tegument, they still allow the solutes
inflow, ensuring seedling emergence without
the need for immersion in water or gibberellic
acid, as performed in this study.

The absorption of solutes was probably favored
when the pomegranate seeds were scarified,
with consequent damage to seedling emergen-
ce. According to Dalastra et al. (2010), for some
species, the contact between the embryo and
the immersion solution before the beginning
of germination may be harmful to this phase,
since, when seeds are excessively soaked, the
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period in which the membranes have to reor-
ganize causes an excessive release of solutes,
damaging the germination process.

Furthermore, the gibberellic acid solution in
which seeds were immersed may have caused
phytotoxicity, as the excessive presence of GA,
induces cellular acidification (Miyamoto et al.,
2012). Another assumption is that the GA, di-
luted in water may have modified the osmotic
potential of the solution and, as a consequen-
ce, the water potential, preventing the inflow
of water into the seed and impairing seedling
emergence (Takata et al., 2014).

Regarding to the percentage of emergence,
there was no significant difference between the
concentrations of gibberellic acid (Table 2). Co-
rroborating with the exposed, when Takata et al.
(2014) studied the effect of gibberellin in pome-
granate seeds, they observed that the increase
in the concentration of GA, up to 400 mg L* did

not positively influence the emergence percen-
tage of seedlings, concluding that seed immer-
sion in water is a more satisfactory method.

The fastest initial emergence (7 days) was re-
gistered in the treatment in which seeds were
subjected to mechanical scarification and im-
mersion in the lowest concentration of GA,
(Table 3). Although the highest emergence
percentage was observed in the seedlings pro-
duced from non-scarified seeds (Table 2), the
initial emergence in these conditions was late
compared to the treatment in which the seeds
were scarified, demonstrating a greater diffe-
rence, especially among seeds immersed on
the medium and highest concentration of gib-
berellic acid (Table 3). The same behavior was
verified by Osipi et al. (2018) when associating
pomegranate seeds without scarification with
immersion in GA,, observing a delay in the ini-
tial emergence of seedlings compared to the
remaining treatments.

Table 3. Initial emergence (IE) and mean emergence time (MET) of pomegranate seedlings

(Punica granatum) produced from seeds subjected to scarification and low (500 mg L?),
medium (1,000 mg L*), and high concentrations (1,500 mg L?) of GA,.

Concentration of GA,
(mg L?)

IE (days)

Scarification

500%
1,000
1,500%

WITH*
7.00 £ 0.00 B'b?
12.00+1.47 Aa
10.00+1.92 Ab

Concentration of GA,

(mg L)

500%
1,000Ms
1,500%

*Significant and “Snot significant at 5% of probability by the F-test. 1Same uppercase letters in the column
(between rows) do not differ from each other by Tukey’s test at 5% of probability; 2Same lowercase letters

WITH*
15.78+0.75 Bb
23.45+1.58 Aa
15.39+0.99 Bb

MET (days™)

Scarification

WITHOUTNS
15.00+0.41 Aa
13.25+0.25 Aa
14.75+0.63 Aa

WITHOUTNS
24.50+0.95 Aa
25.23+0.50 Aa
24.96+1.29 Aa

in the row (between columns) do not differ from each other by the F-test at 5% of probability.

Source: Authors.
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Lower initial emergence values are conside-
red adequate since the rate and uniformity of
seed germination and seedling emergence are
essential aspects of good seedling formation.
The longer the seedling remains in the early
stages of development, delaying emergence,
the more susceptible it will be to adverse envi-
ronmental conditions.

The initial emergence and mean emergence
time followed the same pattern since, for the
second variable, the lowest values were also
observed when the pomegranate seeds were
scarified and subjected to low (15.78 days™)
and high (15.39 days™) concentrations of GA,,
differing from the remaining treatments (Ta-
ble 3). Although the association of seed sca-
rification and immersion in GA, was unfavora-
ble to increase the emergence percentage of

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

pomegranate cv. Valenciana, the combination
of scarification and immersion of the seeds in
500 mg L* GA, reduced the initial emergence
and the time to obtain the seedlings (Tables 1
and 3). This may indicate that this cultivar is
promising for the production of pomegranate
rootstocks since the rapid plant development
implies shorter permanence in the plant nur-
sery, providing to the producer several bene-
fits such as lower costs and the more efficient
use of this facility.

According to the analysis of variance, the
growth variables stem diameter, shoot length
and root length of the pomegranate seedlings
evaluated in this study, presented a significant
difference by the F-test (5% probability) for
the interaction between the evaluated factors,
as observed in Table 4.

Table 4. Analysis of variance for the number of leaves (NL), stem diameter (SD) (mm),

shoot length (SL) (cm), root length (RL) (cm), and total dry matter (TDM) (mg) of pomegranate seedlings

(Punica granatum) produced from seeds subjected to scarification and low (500 mg L?),
medium (1,000 mg L*), and high concentrations (1,500 mg L*) of GA,.

Sources of NL SD SL RL TDM
variation Mean Square

Scarification (A) 12.0333* 0.0521* 0.0919Ms 81.4112% 0.0035*
Concentration (B) 1.7333Ns 0.0018Ns 2.6728%* 20.1380%* 0.0001Ns
AxB 6.0333* 0.1287* 1.2271%* 44.2892* 0.0006*
C.V. (%) 23.52 30.07 17.56 30.39 18.41
Scarification Means

With 6.92+0.26 B! 0.21+0.01 B 3.50+0.12 7.15+0.37 B 71.174£29.24 B
Without 7.55+0.17 A 0.26+0.01 A 3.45+0.05 8.80+0.29 A 86.35+18.57 A
Concentration Means

of GA, (mg L)

500 7.30+£0.31 0.23+0.02 3.28+0.08 B 8.45+0.52 A 76.58+35.90
1,000 7.00+0.19 0.24+0.01 3.38+0.07 B 8.31+£0.37 A 81.63+31.81
1,500 7.40+0.31 0.24+0.01 3.71£0.13 A 7.16+£0.37 B 78.09+43.68
General mean 7.23+0.16 0.24+0.01 3.47+0.06 7.97+0.25 78.76+2.14

*Significant and “Snot significant at 5% of probability by the F-test. !Same letters in the column
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(between rows) do not differ from each other by the F-test (5% of probability).
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The highest number of leaves (8.05 leaves)
was observed in the pomegranate seedlings
produced from seeds without scarification and
soaked in a low concentration of gibberellic acid

Table 5. Number of leaves (NL), stem diameter (SD), shoot length (SL), root length (RL), and total dry matter

(TDM) of pomegranate seedlings (Punica granatum) produced from seeds subjected scarification and low (500

(500 mg L?), only differing from the treatment
in which the seeds were scarified and subjec-
ted to the same concentration of GA, (6.55 lea-
ves) (Table 5).

mg L), medium (1,000 mg L'*) and high concentrations (1,500 mg L*) of GA,.

Concentration of GA,

WITHOUTNS

WITHOUT*

WITHOUTNS

WITHOUT*

NL
Scarification
8.05+0.37 Aa
7.20+0.21 Aa
7.40+0.26 Aa
SD (mm)
Scarification
0.31+0.01 Aa
0.21+0.01 Bb
0.24+0.02 Ba
SL (cm)
Scarification
3.43+0.11 Aa
3.35+0.06 Aa
3.57+0.08 Ab
RL (cm)
Scarification
10.49+0.54 Aa
8.48+0.48 Ba
7.42+0.17 Ba
TDM (mg)

Scarification

WITHOUT"S

(mg L)

WITHNS
500%* 6.55+0.43 A! b?
1,000Ms 6.80+0.32 Aa
1,500M 7.40£0.58 Aa
Concentration of GA,
(mg L)

WITH*
500%* 0.14+0.01 Bb
1,000* 0.26+0.02 Aa
1,500M 0.24+0.02 Aa
Concentration of GA,
(mg L?)

WITH*
500Ms 3.13+0.12 Ba
1,000 3.41+0.12 Ba
1,500% 3.97+0.25 Aa
Concentration of GA,
(mg L?)

WITH*
500%* 6.42+0.60 Ab
1,000 8.14+0.57 Aa
1,500 6,90+0.73 Aa
Concentration of GA,
(mg L)

WITH*
500%* 62.73+2.13 Ab
1,000M 77.12+£5.17 Aa
1,500 73.66+8.07 Aa

*Significant and “Snot significant at 5% of probability by the F-test. :Same uppercase letters in the column
(between rows) do not differ from each other by Tukey’s test at 5% of probability; 2Same lowercase letters
in the row (between columns) do not differ from each other by the F-test at 5% of probability.

Source: Authors.
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Although the scarification facilitated the solu-
tion inflow into the seeds, it was insufficient
to provide a higher number of leaves in the
pomegranate seedlings, probably due to the
exclusive use of gibberellic acid in this study.
A distinct response could have been observed
if cytokinin was present in the immersion so-
lution since this plant growth regulator indu-
ces the transportation of nutrients from other
parts of the plant to the leaves, allowing the
development of chloroplasts and the increase
in photosynthesis (Taiz et al., 2017).

The stem diameter of pomegranate seedlings
was larger (0.31 mm) when there was no
seed scarification associated with the lowest
concentration of gibberellic acid, presenting
a superior and significantly different mean
from the remaining treatments (Table 5).
Likewise, in a study performed by Monteiro
et al. (2019), seeds of pomegranate cv. Co-
mum with intact seed coat resulted in seed-
lings with larger stem diameters, compared
to scarified seeds.

It was observed that, with the increasing con-
centrations of GA, in the immersion of sca-
rified seeds, there was a similarity between
increases in the number of leaves and in the
stem diameter of pomegranate seedlings.
This occurred due to the exchange activities
that occur in the seedlings during the growth
in diameter, driven by photosynthetic actions
and by the translocation of hormones from the
apical regions (Larcher, 2006).

A longer shoot length (3.97 cm) was verified
when the pomegranate seeds were scarified
and soaked in the highest concentration of
GA,, differing from the remaining treatments
(Table 5). This result is in agreement with
Taiz et al. (2017), when they affirmed that the
growth in height is promoted by the stimu-
lus that gibberellin causes on cell division and
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elongation. There was no difference between
the concentrations of gibberellic acid in the
seedlings that originated from non-scarified
seeds (Table 5).

While the scarified pomegranate seeds did not
differ in root length values in GA, concentra-
tions, the seeds with an intact seed coat redu-
ced the results of this variable, and the lowest
concentration of gibberellic acid resulted in a
root length of 10.49 cm, differing from the re-
maining treatments (Table 5). These results
indicate that, such as reported by Taiz et al.
(2017), gibberellin does not act expressively
by influencing root growth compared to other
bioregulators, such as auxin and abscisic acid.

The accumulation of total dry matter was hig-
her in pomegranate seedlings produced from
non-scarified seeds, when these were sub-
jected to the lowest concentration of gibbe-
rellic acid (90.42 mg), only differing from the
treatment in which the seeds were scarified
(62.73 mg) (Table 5).

This probably occurred due to the higher va-
lues observed for the non-scarified seeds re-
garding to the number of leaves, stem dia-
meter, and root system length. According to
Choudhary & Chakrawar (1982), these results
may have led to the general assimilation and
redistribution of photosynthates within the
plant, resulting in greater dry mass and incre-
asing the incorporation of total dry matter.

Such responses indicate that the pressure
through a sieve, under running water, is an
efficient method to remove the sarcotesta of
pomegranate seeds and, associated to that,
the lowest concentration of GA, used in this
study was sufficiently effective in incremen-
ting the biometric variables, which are essen-
tial for seedling growth.
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As a recommendation for future studies, it is
suggested to evaluate different immersion ti-
mes in gibberellic acid and different substrates
for growing pomegranate rootstocks.

4. CONCLUSIONS
The seeds of the pomegranate cv. Valenciana
do not have tegument-related dormancy.

In order to favor the emergence percentage
and the initial growth of pomegranate seed-
lings, mechanical scarification and immersion
of seeds in gibberellic acid are dispensed.

Scarification and immersion of pomegranate
seeds in 500 mg L! of GA, are recommended
to produce seedlings a shorter time.
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ABSTRACT

Contextualization: The species Hypericum
perforatum is widely used as a treatment for
several diseases, especially depression. This
plant is not native to Brazil and, therefore, it
is not planted in the country. Brazil has high
rates of occurrence of depression, same as the
whole Latin America, being considered a public
health problem, so its cultivation is considered
as a potential treatment tool.

Knowledge gap: The cultivation of the species
in the country is still inefficient, as the plant does
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not reach an adequate stage for flowering. Thus,
further studies regarding the vegetative growth
and the establishment of H. perforatum are nee-
ded, as it can provide great economic and health
autonomy by addressing a public interest, using
a treatment with practically no side effects, re-
ducing drug costs for the country.

Purpose: Evaluate the effects of high dynami-
zed dilutions and the influence of the seasons
on vegetative growth and contents of bioactive
compounds in Hypericum perforatum plants.



Aline Nunes, Daniela Sousa Coelho, Cristian Soldi, Simone Silmara Werner,

Marcelo Maraschin, Pedro Boff, Mari Inés Carissimi Boff

Vegetative growth of hypericum perforatum |. Plants treated with high dynamized dilutions over different growing seasons

Methodology: Experiments were performed
in two seasons: Spring/Summer and Summer/
Autumn. The experimental plot consisted of 12
plants and 4 repetitions, totaling 48 plants per
treatment. Five treatments were used consis-
ting of homeopathic preparations of Kali car-
bonicum, Natrum muriaticum, Phosphorus,
and Silicea terra at 12CH, and distilled water
as control. The height of the longest branch,
the total number of branches, shoot dry weight,
and a number of dark glands were evaluated,
as well as the amounts of phenolic compounds.

Results and conclusions: Homeopathic pre-
parations affected H. perforatum plants di-
fferently over the cultivated seasons. In the
Spring/Summer experiment, the Silicea terra
treatment promoted higher plant growth than
Phosphorus, but a similar rate to that of the
other treatments. In the Summer/Autumn ex-
periment, the homeopathies Kali carbonicum,
Natrum muriaticum, and Phosphorus increased
the vegetative growth in comparison to con-
trol. It was observed that in the experiment
carried out in the Spring/Autumn, the plants of
H. perforatum had difficulty in development.
The formation of dark glands was not stimu-
lated by the use of homeopathic preparations.
The hypericin compound was not detected in
any sample of H. perforatum leaves. This su-
ggests the need for an extended cultivation
time for the naphthodianthrone compound to
accumulate in the dark glands.

Keywords: Hypericin; Homeopathy; Medici-
nal plant; St. John’s wort

RESUMEN

Contextualizacién: la especie Hypericum
perforatum se usa ampliamente como trata-
miento para varias enfermedades, especial-
mente la depresion. Esta planta no es origi-
naria de Brasil y, por lo tanto, no se planta en
el pais. Brasil tiene altas tasas de ocurrencia

de depresion, al igual que toda América Lati-
na, siendo considerado un problema de salud
publica, por lo que su cultivo se considera una
posible herramienta de tratamiento.

Vacio de conocimiento: el cultivo de la espe-
cie en el pais aun es ineficiente, ya que la plan-
ta no alcanza una etapa adecuada para la flo-
racion. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo
estudios adicionales sobre el crecimiento vege-
tativo y el establecimiento de H. perforatum,
ya que puede proporcionar una gran autonomia
econdmica y sanitaria, al atender un interés pu-
blico usando un tratamiento que practicamente
no tenga efectos secundarios, lo que reduce los
costos de los medicamentos para el pais.

Proposito del estudio: evaluar los efectos de
las diluciones altamente dinamizadas y la in-
fluencia de las estaciones sobre el crecimiento
vegetativo y el contenido de compuestos bio-
activos en plantas de Hypericum perforatum.

Metodologia: los experimentos se realizaron en
dos estaciones: Primavera/Verano y Verano/Oto-
flo. La parcela experimental constd de 12 plantas
y 4 repeticiones, para un total de 48 plantas por
tratamiento. Se utilizaron cinco tratamientos que
consistieron en preparaciones homeopaticas de
Kali carbonicum, Natrum muriaticum, Phospho-
rus y Silicea terra a 12CH y agua destilada como
control. Se evalud la altura de la rama mas larga,
numero de ramas, peso seco del brote y nimero
de glandulas oscuras, asi como las cantidades de
compuestos fendlicos.

Resultados y conclusiones: las preparacio-
nes homeopaticas afectaron a las plantas de
H. perforatum de manera diferente durante las
temporadas de cultivo. En el experimento de
Primavera/Verano, el tratamiento con Silicea te-
rra promovié un mayor crecimiento de las plan-
tas que el Phosphorus, pero a una tasa similar a
la de los otros tratamientos. En el experimento
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Verano/Otoiio, las homeopatias Kali carbonicum,
Natrum Muriaticum y Phosphorus aumentaron
el crecimiento vegetativo en comparacion con el
control. Se observd que en el experimento rea-
lizado en la Primavera/Otofio, las plantas de H.
perforatum tuvieron dificultad de desarrollo. La
formacion de glandulas oscuras no fue estimu-
lada por el uso de preparaciones homeopaticas.

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

El compuesto de hipericina no se detectd en nin-
guna muestra de hojas de H. perforatum. Esto
sugiere la necesidad de un tiempo de cultivo
prolongado para que el compuesto de nafto-
diantrona se acumule en las glandulas oscuras.

Palabras clave: Hipericina; Homeopatia;
Planta medicinal; Hierba de San Juan

GRAPHIC SUMMARY

Hypericum perforatum

Height of the
longest branch

Number of
branches

Shoot dry weight

Dark glands

Aplication

Kali carbonicum

Phosphorus

Cultivation season

Spring/Summer (October
2017 - January 2018)

Natrum

muriaticum

Summer/Autumn (February
2018 - May 2018)

Silicia terra

Results

The Spring/Summer experiment
promoted better vegetative growth;

The high dilutions acted differently
during the growing seasons;

There was no increase in the
number of glands owing to the use
of homeopathic preparations;

Hypericin was not detected in the
leaves of H.  perforatum.

Longer planting time is required
during spring to promote compost.

Source: authors

1. INTRODUCTION

Hypericum perforatum, known as St. John’'s
wort, has been used as a medicinal plant to
treat different human diseases, mainly mild
and moderate depression (Ng et al., 2017).
The biological activity of H. perforatum is at-
tributed to more than ten classes of secon-
dary metabolites, including anthraquinones/
naphthodianthrones, phloroglucinol, flavonoi-
ds, xanthones, volatile oils, vitamin C, tan-
nins, proteins, carotenoids, and coumarins.
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However, hypericin and hyperforin have been
the main compounds studied in this medicinal
plant because of their well-known antidepres-
sant effects (Mullaicharam and Halligudi, 2018).

Hypericin, an anthraquinone derivative, is na-
turally found in the yellow flowers of H. per-
foratum. It has antidepressant activity, resul-
ting from an inhibitory effect on the neuronal
uptake of norepinephrine, dopamine, y-amino
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butyric acid and L-glutamate. It is accumulated
in specialized morphological secretory struc-
tures know as dark glands (Gaid et al., 2016).
Previous studies have reported that hypericin
concentrations will depend on different factors,
such as planting and harvesting time, the phe-
nological stage of plants at harvest and use of
appropriate treatments for phytosanitary main-
tenance (Southwell and Bourke, 2001).

Native from Europe, Asia, and North Africa,
the species H. perforatum can abundantly
grow up on pastures, roadsides, and environ-
ments modified by human activity (Crompton
et al. 1998). However, the adaptation and cul-
tivation of H. perforatum in Brazil is still in-
effective, because the plant does not reach a
proper size (~ 60 cm) and does not reach an
adequate stage to flower. Considering the high
therapeutic potential of H. perforatum, it ne-
eds to be grown in ecological systems, so that
there are no negative changes in the content
of medicinal compounds that provide efficien-
cy against diseases, such as depression (Faron
et al., 2004).

Regulated by Normative Instruction No.
17/2014 by the Ministry of Agriculture, Cattle
and Supplying for organic production (Ministé-
rio da Saude, 2014b), homeopathic preparations
have proven to be an effective and residue-free
technology for use in agriculture (Teixeira and
Carneiro, 2017; Sen et al., 2018). The applica-
tion of homeopathic preparations can help the
cultivation of medicinal plants on a more sustai-
nable basis, eventually improving plant growth,
and secondary metabolites biosynthesis and
accumulation (Pereira et al., 2019).

In addition to the choice of residual-free
treatments in medicinal plants (Ministério da
Saude, 2014a), the period of cultivation of the
species needs to be determined, as this fac-
tor will also be determinant for the production

of biomass and the biosynthesis of bioactive
compounds. According to Soni et al. (2015),
the growing season influences the availabili-
ty and the amounts of bioactive compounds in
medicinal plants, determining their phytothe-
rapeutical potential. Planting and/or harves-
ting at the wrong time may impair the yield
of secondary metabolites pharmacologically
relevant, so it is very important to identify the
best seasons for cultivation. In this sense, this
study aimed to evaluate the use of high dyna-
mized dilutions and the influence of seasons on
the vegetative growth and content of phenolic
compounds in Hypericum perforatum plants.

2. MATERIALS AND METHODS

Cultivation of Hypericum perforatum:
The experiments were carried out in a cultu-
re room with controlled temperature and light
at the Laboratory of Plant Health and Homeo-
pathy and also in a greenhouse at the Epagri
Experimental Station, located in the city of La-
ges (500 1946.93” W, 270 48'28.746" S), San-
ta Catarina state, southern Brazil.

Two experiments were performed as follows:
The Spring/Summer experiment, from Octo-
ber 2017 to January 2018 and the Summer/
Autumn experiment, from February 2018 to
May 2018. H. perforatum seeds were acquired
from Feltrin Seeds®, showing a 64% germina-
tion rate, according to the manufacturer.

For production of the seedlings, the seeds
were sown in a sowing tray filled with vermi-
culite and black earth, in a 2:1 ratio. The ex-
periment used a randomized block design and
the sowing trays were separated into blocks
and transferred to a growth room at 25 °C and
16h/8h photoperiod, under luminous intensity
set up at 2.338 LUX provided by LED lamps.
The sowing trays were placed on a plastic
tray containing 200 mL until the seeds’ emer-
gence, 15 days. Five treatments were used,
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consisting of homeopathic preparations in the
12CH (twelfth order of the Hahnemannian cen-
tesimal dilution) of Kali carbonicum, Natrum
muriaticum, Phosphorus, and Silicea terra and
distilled water as a control. The matrices of
the homeopathic preparations were acquired
in @ compounding pharmacy at 6CH. The pre-
parations at 12CH were made according to the
Brazilian Homeopathic Pharmacopeia (Ministé-
rio da Saude, 2011).

The selection of homeopathic preparations
was carried out using repertory language and
in consultation with medical sources. The main
characteristics of the species H. perforatum
were analyzed, such as: sensitivity to cold,
need for constant water and light, photosensi-
tivity, and fragility. Using the materials listed,
and according to the Homeopro® software, it
was determined which homeopathic best ap-
proached the level of similarity.

All experiments were performed in a dou-
ble-blind analysis, namely, the operator was
unaware of the treatment to be used. H.
perforatum seedlings were treated twice a
week, dispensing 1 mL of homeopathic pre-
parations per sowing cell directly in the soil,
totaling eight applications in a 30-day expe-
rimental period.

Six weeks after sowing, the treated seed-
lings, with approximately 6 cm in height, were
transplanted into pots (four plants per pot)
and taken to a greenhouse. The experimental
plot consisted of 12 plants and 4 repetitions,
totaling 48 plants per treatment. 8.7 liters
pots containing vermiculite, black soil, and
sheep manure were used (1:1:1, v/v/v). 195
g natural phosphate per 360 liters of compost
were used. In the greenhouse, homeopathic
treatments were applied twice a week again
and extended for one month until the end of
the experiment, at 60 days after sowing.
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After seed germination (15 days), two as-
sessments per week were performed to mea-
sure the height of the main branch. The mea-
surements were done from the base of the
stem up to the highest leaf, and 17 evaluations
of the main branch were carried out. At the
end of the experiment (75 days), plant height,
total number of branches and shoot dry weight
were evaluated.

Sample collection and dark gland count:
All the samples of the Spring/Summer expe-
riment were collected in February 2019; whe-
reas, for the Summer/Autumn experiment
samples were harvested in June 2019. Dark
glands were counted from a destructive sam-
ple of five leaves from each plant, totaling 240
leaves per treatment. The counting of dark
glands was performed using a stereoscopic
microscope (25x) on the adaxial face of the
leaves. The remaining materials (leaves and
roots) were placed in a force-air drying oven
for 48 h at 50 °C.

Preparation of hydroalcoholic extracts:
After comparing the data obtained in the ge-
neral average of the dark gland count, the
samples treated with the homeopathic prepa-
ration Silicea terra 12CH and the control ones
were selected for further chromatographic
analysis. The extracts were obtained by ma-
ceration using commercial ethyl alcohol 92%
(v/v) and 36g and 29g dry shoot samples of
the control plants and Silicea terra-treated
plants, respectively, from the Spring/Summer
experiment. Similarly, for the Summer/Autumn
experiment, 1.05 g and 1.39g for plants trea-
ted with water and Silicea terra, respectively.
Grinding was performed with 48 plants that
were divided into four repetitions. The mate-
rial was kept under maceration at room tem-
perature and protected from light for seven
days. After filtration, the solvent was removed
by rotary evaporation at 45 °C to obtain the



Aline Nunes, Daniela Sousa Coelho, Cristian Soldi, Simone Silmara Werner,

Marcelo Maraschin, Pedro Boff, Mari Inés Carissimi Boff

Vegetative growth of hypericum perforatum |. Plants treated with high dynamized dilutions over different growing seasons

crude hydroalcoholic extract. The extracts ob-
tained for each maceration step were combi-
ned, frozen, and lyophilized, yielding four cru-
de extracts per treatment.

Ultra-Performance Liquid Chromatogra-
phy (UPLC): The hydroalcoholic preparations
of H. perforatum extracts were submitted to
UPLC analysis for hypericin characterization.
The samples were prepared by removing the
nonpolar components by solid-liquid extrac-
tion using n-hexane as an extractor solvent.
0.5 g hydroalcoholic extract were added in 2
mL of n-hexane, and the procedure was re-
peated twice. All samples were analyzed in
triplicate. The analytical standard of the hy-
pericin compound (Sigma-Aldrich 95%) was
used for identification of the target com-
pound, according to its retention time and
UV-vis spectroscopic profile.

The experiments were conducted using an Ul-
timate 3000 RS UPLC System (Thermo-Fisher
Scientific, USA) as proposed by Brolis et al.
(1998). Chromatographic separation was per-
formed by using a reverse-phase C18 column
(FR-Thermo Scientific 250x4.6 mm, 5 pm)
coupled with a C18 guard column (Phenome-
nex®), thermostatized at 33°C, and a diode
array detector (DAD). The mobile phase was
eluted at flow rate at 1mL/min using the fo-
llowing linear gradient program (Brolis et al.,
1998): A) water acidified with phosphoric acid
85% (99.7: 0.3 v/v); B) acetonitrile; C) metha-
nol. Injection volume was 10 pl, and hypericin
detection was achieved at wavelengths 240
nm, 270 nm, 320 nm, and 400 nm.

Statistical analysis: For the study varia-
bles (height of the largest branch, number
of branches and shoot dry weight) one way
analysis of variance (ANOVA - F test) was used
for each season, and the assumptions of the
model were checked using the Bartlett test

(homoscedasticity) and the Shapiro-Wilk test
(normality). In cases in which the assumptions
of the model were not satisfied, the trans-
formation proposed by Box-Cox was used,
applying the optimal lambda for transforma-
tion. In cases where there was a significant
effect of the treatments, the means were com-
pared by Tukey’s test.

To describe the behavior of the plant height

variable over time, the logistic model was
used, given by:

_ By

(Equation 1)

where: By represents the parameter associa-
ted with the asymptote for the ith treatment,

By is the parameter representing the numeri-
cal value associated with time at the curve’s
inflection point for the ith treatment. At this

By

point the height value will be 2 By is the sca-

le parameter associated with the jith treatment,
t,is the time in days associated with jth obser-

vation and &iis the error associated with the
Jjth observation of the ith treatment.

The treatments were compared using the con-
fidence intervals of the model parameters.
All analyses were performed with the aid of
scripts written in the R language, considering
a 5% significance level.

Retention time (min) and mean of the peak
area (%) are presented for the chromatogra-
phic analyses performed by UHPLC.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Cultivation: The vegetative growth of H.
perforatum in the Spring/Summer experi-
ment was higher (p < 0.05) in plants treated
with the homeopathic preparation with Sili-
cea terra compared to the ones treated with

Height (cm)
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Kali carbonicum
Natrum muriaticum
Phosphorus
Control

Silicea terra

T T T
50

Height (cm)
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Phosphorus, but it was similar to that of the
other treatments. In the Summer/Autumn ex-
periment, the treatments with Natrum muria-
ticum and Kali carbonicum provided the hig-
hest vegetative growth, and were statistically
different from the control (Figure 1).

Kali carbonicum
Natrum muriaticurn
Phosphorus
Control

Silicea terra

T T T T T T

50

Figure 1. Vegetative growth of the main branch of Hypericum perforatum plants with high dilution

treatments. A) Spring/Summer experiment; B) Summer/Autumn experiment.

Source: authors.

The plants treated with Silicea terra were hig-
her in comparison to those treated with Phos-
phorus, but their height was similar to that of
plants treated with Kali carbonicum, Natrum
muriaticum, and to the height of the control
treatment in the Spring/Summer experiment.
In the Summer/Autumn experiment, Natrum
muriaticum-treated plants differed from the
Silicea terra-treated ones, but not from ho-
meopathic preparations with Kali carbonicum
and Phosphorus.
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As far as growth period is concerned, the
Spring/Summer plants treated with Silicea
terra took 4 and a half days longer, on ave-
rage, to reach 50% of the estimated height
than plants treated with Phosphorus. For the
Summer/Autumn experiment, Silicea terra
was shown to act on plant height differently
when compared to the Spring/Summer ex-
periment, with a shorter time to reach 50%
of the estimated height in comparison to
other treatments.
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Table 1. Vegetative growth of Hypericum perforatum over time in two growing
seasons and treated with homeopathic preparations.

Treatment B (plant B, (growing B (plant B, (growing

height/cm) time/days) ** height/cm) time/days) **
Spring/Summer Spring/Summer

Kali-c 26.96 ab 30.53 a 28.91 a 22.57 b

Nat-m 27.56 ab 30.62 a 30.17 a 23.24 ab

Phos 25.34 b 29.49 a 28.04 ab 23.81 ab

Sil 29.99 a 29.19 a 24.53 c 25.71 a

Control 28.80 ab 3291 a 26.22 bc 23.33 b

*Means followed by the same letter in the column within each variable do not differ significantly from one another
(5% significance). Kali-c = Kali carbonicum; Nat-m = Natrum muriaticum; Phos = Phosphorus; Sil = Silicea terra.

**Estimated time for plant height to reach 50% of total growth. The parameter 61 corresponds to the height (cm)

of the plant over time and the parameter [32 represents the number of days that
the plant reaches 50% of the height estimated by the asymptote.

Source: Authors.

At the end of the experiment, the height of Silicea terra, and the control treatments pre-
the longest branch in Spring/Summer plants sented the highest averages. For the Sum-
was lower when the plants were treated with mer/Autumn experiment, no statistical di-
the homeopathic preparations Kali carboni- fferences were detected for the treatments
cum and Natrum muriaticum. Phosphorus, (Table 2).

Table 2. Average height of the longest branch and number of branches (£ standard error)
of Hypericum perforatum plants treated with homeopathic preparations in two growing seasons.

Height of longest

Treatment el (@) Number of branches Shoot dry weight (g)
Spring/Summer experiment
Kali-c 37.88 £ 2.03b 21.68 + 3.05 ab 22.90 £ 3.26 ns
Nat-m 38.33£2.02b 18,92 £+ 1.77 b 22.49 + 3.24
Phos 41.92 £ 2.27 ab 22.02 £ 1.63 ab 28.20 + 4.46
Sil 44.89 £ 2.58 ab 30.85 £ 3.54 a 29.20 £ 5.19
Control 48.53 £ 2.42 a 29.21 + 3.64 ab 35.94 £ 4.86
Mean and error 42.32 £ 1.12 24.62 £ 1.39 27.74 £ 2.04
Summer/Autumn experiment

Kali-c 37.39 £ 1.20 ns 2.00 £ 0.39ns 1.75 £ 0.19 ns
Nat-m 39.29 £ 1.24 2.44 £ 0.38 1.96 £ 0.20
Phos 37.88 £ 1.52 1.47 £ 0.28 1.38 £ 0.21
Sil 34.70 £ 1.59 3.17 £ 0.41 1.40 £ 0.15
Control 36.41 + 1.19 2.13 = 0.60 1.51 £ 0.17
Mean and error 37.19 £ 0.62 2.23 £ 0.20 1.59 + 0.09

*Means followed by the same letter in the column do not differ significantly from one another (5% significance). ns=
non-significant. Kali-c = Kali carbonicum; Nat-m = Natrum muriaticum; Phos = Phosphorus; Sil = Silicea terra.

Source: Authors.
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The average number of branches of H. perfora-
tum plants in the Spring/Summer experiment
was higher with the Silicea terra treatment, un-
like the Natrum muriaticum-treated plants, but
similar to control and the other treatments. In
the Summer/Autumn experiment, there were
no statistical differences among the treatments
for height and number of branches.

Regarding the influence of homeopathy on
agriculture, Bonato and Silva (2003) state that
homeopathic preparations behave like energy
and, when dynamized, the wave frequency re-
mains fixed, with variation only on its ampli-
tude, thus being able to alter the responses
in a negative or positive way. Homeopathic

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

medical materials act in the form of vibration,
acting on the amplitude of the wave and con-
sequently reflecting on biological organisms
(Kolisko and Kolisko, 1978; Silva et al., 2005).
Andrade and Casali (2011) state that medical
materials react on the electromagnetic field
differently, depending on the vitality of the
plant. Thus, the performance in the organisms
will depend on the chosen homeopathic pre-
paration, the Hahnemannian centesimal used,
and even the application method.

Dark glands: The number of dark glands pre-
sent in the leaves of H. perforatum did not
differ according to the homeopathic prepara-
tions and the control (Table 3).

Table 3. Number of dark glands in the leaves of Hypericum perforatum over time

in two growing seasons and treated with homeopathic preparations.

Treatments Dark glands (n°)

Spring/Summer Summer/Autumn

experiment experiment

Kali carbonicum 12CH 14.76 £ 0.44 s 12.75 £ 0.54 s

Natrum muriaticum 12CH 15.39 + 0.41 13.37 £ 0.37
Phosphorus 12CH 14.64 £+ 0.65 12.20 £ 0.43
Silicea terra 12CH 16.41 £ 0.56 13.28 £ 0.34
Control 16.24 £ 0.51 12.54 £ 0.38
Mean and error 15.51 + 0.24 12.83 £ 0.19

*Means followed by the same latter in the column do not differ significantly
from one another (5% significance). ns = non-significant.

Source: Authors.

The number of dark glands may vary ac- Chromatographic analysis: The hyperi-

cording to the growth stage of H. perfora-
tum plants and, consequently, it affects the
production of hypericin. Kladar et al. (2015)
reported that phenological stages, such as
flowering (pre-bloom, full-bloom, and post-
bloom), influence the secondary metabolite
pathways of plants.
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cin substance was targeted, but there was
no peak in the crude extract chromatograms
that corresponded to its retention time. Other
peaks with absorptions at wavelengths 240
nm, 270 nm, 320 nm were detected, but they
could not be identified. In the Spring/Sum-
mer experiment, the hydroalcoholic extracts
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of the control and Silicea terra-treated plants
presented 11 peaks in the chromatograms,
while in the Summer/Autumn experiment, 12
peaks were detected in both treatments. The
detected peaks mostly showed more nonpolar
compounds that appeared in the final reten-
tion times.

Rizzo et al. (2019) reported that the biosynthe-
sis of hypericin and even other metabolites are
related to the development of dark glands. The
authors explained that leaves are the parts
used in therapeutic treatment, but flowers
are the ones that have more dark glands and,
consequently, more hypericin. At the time of
cultivation performed in this study, there was
no time to flowering, which presumably de-
termined the non-detection of the compound.
In this study, as H. perforatum plants were
grown only for 75 days, one could speculate
that plants did not reach the growth and deve-
lopmental stages required for the biosynthesis
and accumulation of hypericin, regardless of
growing seasons.

4. CONCLUSIONS

Homeopathic remedies affected plants of H.
perforatum differently during the growing sea-
sons. Higher averages were observed in plant
cultivation when planting started in Spring
compared to Summer. The compound of inter-
est, hypericin, was not detected in any sam-
ple of leaves of H. perforatum. This suggests
the need for a longer cultivation time so that
biosynthesis and accumulation of such secon-
dary metabolite can occur in the dark glands.
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ABSTRACT

Contextualization: Lupinus bracteolaris is
a heliophile species that vegetates lowlands,
open slopes and sandstone hills.

Knowledge gap: Despite this great rusticity,
there is little information about the species
and its propagation, especially regarding the
germination of its seeds.

Purpose: Evaluate the seeds of Lupinus brac-
teolaris, through pre-germinative treatments,
substrate, temperature, luminosity, and water
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absorption, to understand the initial germina-
tion processes of the species.

Methodology: Fruits were collected from 20
matrix plants, then the seeds were proces-
sed and submitted to the following tests: Pre-
germinative methods (six treatments at 25
°C; substrates and temperatures (sand and
paper at 20, 25 and 30 °C); photoblast test
(white light, diffuse-green light and continuous
dark under 20 °C) and the imbibition
curve (control and scarification between
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sandpaper under 20 °C). Evaluations: Per-
centage of germination and formed seedlings,
germination speed index, average germination
time and seedling formation, using a comple-
tely randomized design.

Results and conclusions: The results of the
analyzed variables showed relevance for the
pre-germinative treatment between sandpa-
pers for 20 seconds, in addition, the substrate
paper Germibox and the temperature of 20 °C
were the most suitable during the germination
of the seeds of Lupinus bracteolaris, which
were classified as neutral photoblastics and
without dormancy.

Keywords: Luminosity; native lupine; seed
germination; substrate; temperature; without
dormancy

RESUMO

Contextualizagdo: Lupinus bracteolaris é uma
espécie helidfila que vegeta campos baixos, ta-
ludes descobertos e morros areniticos.

Lacuna de conhecimento: Apesar dessa
alta rusticidade, ha poucas informacoes sobre
a espécie e a sua propagacgao, principalmente
no que diz respeito a germinacdo de suas se-
mentes.

Objetivo do estudo: Avaliar as sementes de
Lupinus bracteolaris, por meio de tratamen-
tos pré-germinativos, substrato, temperatura,

luminosidade e absorcao de agua, para com-
preender os processos iniciais de germinagao
da espécie.

Metodologia: Coletaram-se frutos em 20
plantas matrizes, posteriormente realizou-se
0 beneficiamento das sementes e as subme-
teram aos testes: Métodos pré-germinativos
(seis tratamentos sob 25 °C); substratos e
temperaturas (areia e papel sob 20, 25 e
30 °QC); teste de fotoblastia (luz branca, luz
verde difusa e escuro continuo sob 20 °C)
e a curva de embebicdo (controle e escari-
ficacdo entre lixas sob 20 °C). Avaliacdes:
Percentual de germinacdo e de plantulas for-
madas, indice de velocidade de germinacao,
tempo médio de germinacdo e de formacao
de plantulas, utilizando-se delineamento in-
teiramente casualizado.

Resultados e conclusdes: Os resultados
das variaveis analisadas mostraram relevancia
para o tratamento pré-germinativo entre lixas
por 20 segundos, além disso, o substrato pa-
pel Germibox e a temperatura de 20 °C foram
0os mais adequados durante a germinacdo das
sementes de Lupinus bracteolaris, as quais fo-
ram classificados como fotoblasticos neutros e
sem dorméncia.

Palavras-chave: Germinacdo de sementes;
luminosidade; sem dorméncia; substrato;
temperatura; tremoco nativo
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GRAPHIC SUMMARY

Characteristics:

- Classified as heliophyte;

Lupinus bracteolaris is a native species

- It vegetates low fields, uncovered slopes and sandy hills;
- Symbiosis with N-fixing bacteria;

- Inhabits places of low water and nutritional availability.

populations. I

It has not yet undergone a process of genetic improvement, so it is found in its natural habitat in
different phenological phases in the same period, which harms, resulting in the formation of irregular

v

There is a lack of information to assist in the analysis of its seeds, as well
/ as in the production of seedlings and the subsequent establishment in the field.

B

Pre-germinative \ / \ Water abso_rption:
treatment: mechanical Temperature: mechanical
scarification between Substrate: [ 20°C with 16 ’ Brightness: scarification and
sandpaper for 20s Srdil o hours photoperiod J | indifference to light ’ Eontty
germibox paper

T A e,

Source: authors

1. INTRODUCTION

Lupinus bracteolaris Desr. (= L. czermakii Mi-
cheli) (Fabaceae) is an annual species popularly
known as native lupine, with erect growth of
30 to 40 cm in height. It vegetates in places in
full sun, granite and sandstone hills, lowlands
and road slopes (Pinheiro and Miotto, 2001). It
presents stem and leaf structures with many
trichomes, favoring their development in pla-
ces with low water availability, in addition to
having active nodules in the roots; therefore, it
shows the symbiosis with nitrogen-fixing bac-
teria. Due to these characteristics, it is assu-
med that the species has developed important
strategies to survive in poor-sandy soils and
adjacent to areas affected by sanding, which
makes it promising for revegetation projects.

Similar to the species Lupinus albescens Hook.
& Arn., also native to the region of Rio Grande
do Sul State (Paim et al., 2019), Lupinus brac-
teolaris can also be found in its natural habitat
under different phenological phases; that is,
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some plants with the presence of flowers or
fruits and/or seeds in the same period, which
according to Cremonez et al. (2013), results in
the formation of irregular populations. There
is little information available in the literature
about this species, especially on its propaga-
tion and regarding seed germination. To allow
recommendations for the application of plants
of this species in the field, or for seedling pro-
duction, studies on the need for pre-germina-
tive treatments and environmental conditions
that accelerate and standardize the initial ger-
mination processes are necessary.

Lupinus bracteolaris presents seeds with a
hard and resistant tegument, therefore, it
is believed that the use of pre-germinative
treatments may favor the increase of their
permeability to water and gases, according to
Guedes et al. (2013), allowing the beginning
of germination processes. Pre-germination
treatments contribute not only to rapid seed
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germination, but also to a higher efficiency in
the uniformity of seedling establishment in ad-
verse environments (Santos et al., 2011). In
addition, the proper use of substrate and tem-
perature in seed germination may favor the
speed and percentage of germinated seeds,
because the substrate acts to retain sufficient
amounts of water and oxygen, and the tempe-
rature activates certain biochemical reactions
during germination processes (Ministério da
Agricultura, 2009, Taiz et al., 2017). According
to Marcos Filho (2015), the correct knowledge
of these factors will result in the expression of
the maximum germination potential in a shor-
ter period of time.

Besides humidity and temperature, the pre-
sence and intensity of light is of great influen-
ce on the life cycle of plants. Those factors
directly affect the percentage and speed of
germinated seeds (Cosmo et al., 2017). The
plants can be positively or negatively influen-
ced by light. Thus, the seeds can be classified
as aphotoblastic or neutral (germination indi-
fferent to light), positive photoblastic (greater
germination under light) and negative photo-
blastic (greater germination in the dark) (Ker-
bauy, 2008). Therefore, it is essential to use
methods adjusted for each species, since this
may optimize propagation, reducing emergen-
ce failures and/or maximizing seedling forma-
tion (Lessa et al., 2013)

Specific studies on pre-germination methods,
substrates, temperatures, luminosity and wa-
ter absorption by seeds are extremely impor-
tant, especially in species that are little ex-
plored and that may act in the restoration of
degraded environments, as most native spe-
cies. As a result, the objective of this work was
to evaluate the seeds of Lupinus bracteolaris,
through pre-germinative treatments, subs-
trate, temperature, luminosity, and water ab-
sorption, to understand the initial germination
processes of the species.

2. MATERIALS AND METHODS

Seed collection and processing

In December 2015, Lupinus bracteolaris fruits
(Figure 1A) were collected from approximately
20 matrix plants in situ, close to an areniza-
tion core (Figure 1B) in the municipality of Sdo
Francisco de Assis, State of Rio Grande do Sul
(29°35'29.19” S latitude and 55°22'10.41" W
longitude) (Figure 1C). The weather in the re-
gion is characterized as humid subtropical of
the Cfa-type, according to the classification
of Képpen, with an average annual rainfall of
1,750 mm, well distributed. The average tem-
perature of the coldest month varies between
-3 and 18 °C, and the warmest month it exce-
eds 22 °C (Alvares et al., 2013).
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Figure 1. A Lupinus bracteolaris specimen in situ (A), collected near an arenization focus (B), the area located

in the municipality of Sdo Francisco de Assis-RS (C). Source: Google Earth, 2018.

After the collection, the fruits were taken to
the Horticulture Biotechnology Laboratory of
the Department of Horticulture and Silvicultu-
re of the Federal University of Rio Grande do
Sul (UFRGS) in Porto Alegre, RS. They were
placed on a greenhouse bench with 70 % of
light interception, without temperature and
relative humidity control, for drying and finis-
hing dehiscence. At the end of the process, the
seeds were processed through manual collec-
tion and homogenization in only one batch.

This batch of seeds was submitted to water
content evaluation, in three 0.5 g replicates,
using the method of percentage difference in
mass after drying in an oven at 105 + 3 °C
until constant weight (Ministério da Agricultu-
ra, 2009). Later, during the execution of the
tests, the seeds were packed in 2.0 L transpa-
rent polyethylene bags, with a zip-type closure
system, each bag with about 500 mL of seeds.
Then, the seeds remained at a temperature of
5 to 8 °C, in a household fridge.
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In all tests, before sowing, the seeds were
submitted to the disinfestation process
through immersion in 70 % (v/v) ethanol for
30 seconds, followed by sodium hypochlorite
2.0 % (a.i.), with 0.01 % concentrated deter-
gent (Tween 20®), for 10 minutes. To remo-
ve residues from these disinfestation agents,
three rinses were performed in autoclaved
deionized water.

Pre-germinative treatments

The seeds were subjected to six treatments:
Control (T1); mechanical scarification between
sandpaper No. 120 for 20 and 40 seconds (T2
and T3); immersion in water (500 ml) for 24
hours at an ambient temperature of £ 25 °C
(T4); thermal shock in water at 50 °C and 100
oC for 10 minutes until cool in an ambient
temperature of £ 25 °C (T5 and T6). Subse-
quently, the seeds were placed to germinate
in a BOD-type incubator chamber with a cons-
tant temperature of 25 °C.
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The pre-germinative treatment by the method
of mechanical scarification between sandpa-
per No. 120 followed the methodology recom-
mended for Lupinus albescens native species
in the work of Paim et al. (2019).

Substrates and temperatures

The seeds used in this test were previously
treated with mechanical scarification between
sandpaper No. 120 for 20 seconds, due to its
easy execution and the highlight for most of
the analyzed variables, after which they were
sown on the substrates sand and paper. The-
se treatments were carried out at temperatu-
res of 20, 25 and 30 °C, in a BOD-type incu-
bator chamber.

Photoblastic test

Seeds scarified between sandpaper No. 120
for 20 seconds were sown on paper and kept
at a constant temperature of 20 °C in a BOD-
type incubator chamber. The light conditions
were: White light, diffuse green light (with an
intensity of 1,300 lux) and absence of light.
In light treatments, the irradiance was appro-
ximately 30 pmolm=st. The white light was
provided by fluorescent lamps (30 W), the
diffuse green light was obtained by wrapping
the transparent-plastic Gerboxes with green
cellophane paper (double layer, juxtaposed),
while in the treatment with absence of light,
the boxes were wrapped in aluminum foil and
packed in a cardboard box, aiming to totally
prevent the incidence of light in the seeds du-
ring the germination process.

Imbibition curve

Seeds submitted to the control treatments
(without scarification) and mechanical scarifi-
cation between sandpaper No. 120 for 20 se-
conds were sown on paper and taken to the
environment with a constant temperature of
20 9C in a BOD-type incubator chamber.

During the imbibition monitoring, the seeds
were evaluated by means of successive weighing
every 2 hours, for the first 12 hours and every 12
hours until 50 % of the seeds of each repetition
showed radicle protrusion. At each weighing, the
seeds were removed from the Gerboxes, placed
on paper towels to remove the excess of water
and weighed on a precision scale (0.001 g ca-
pacity). After weighing, the seeds returned to
their respective boxes and remained under a
controlled environment. After the last weighing,
the water content of the seeds was determined
(Ministério da Agricultura, 2009).

The percentage increase in mass in relation to
the initial mass, for each evaluation time was
calculated through the formula:

Final mass (g)

P X100
initial mass (g)

Formula 1: Mass gain (%) =

The sowing of the tests above occurred on Ger-
mibox paper, with the exception of the subs-
trate by temperature test, which was on sand.
In each replicate, a sheet (previously sterili-
zed in an autoclave for 20 minutes) was used,
moistened with autoclaved deionized water at
the proportion of 2.5 times the dry paper mass
(Ministério da Agricultura, 2009).

The papers were packed in transparent plas-
tic Gerbox, which were individually arranged in
transparent polyethylene bags, that is, to avoid
excessive respiration. When sand was used as
a substrate, it was previously autoclaved and
at the time of sowing, hydrated with autoclaved
deionized water up to 60 % of the water holding
capacity (Ministério da Agricultura, 2009).

All experiments were conducted under a 16-
hour photoperiod of light in incubator cham-
bers of the BOD type (Biochemical Oxygen
Demand). The tests described below are in the
chronological phase of execution.
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The evaluations of all the tests described abo-
ve consisted of the daily count of the num-
ber of germinated seeds and normal seedlings
formed, except in the treatment with absence
of light from the photoblast test, which was
developed at the end of the experiment. The
parameter used in germination was the pro-
trusion of the radicle and in the formation of
seedlings, those that had a normal aerial part
and root system formed (Ministério da Agricul-
tura, 2009).

At the end of the analysis period, when in
three consecutive evaluations there was no
emergence and seedling formation, approxi-
mately on the 18 day, after the installation
of the experiment, the following variables
were calculated: Germination percentage
(G) and formed seedlings (FS), according
to the total of normal seedlings; the germi-
nation speed index (GSI), according to the
formula suggested by Maguire (1962); the
average germination time (AGT) and the
average seedling formation time (SFT), ac-
cording to the formula proposed by Silva
and Nakagawa (1995). The calculated varia-
bles were as follows:

Germination (G) and formed seedlings (FS):

N
F la 2: =
ormula GorFS 100 X100

Where: N = Number of seeds germinated at
the end of the test. Unity: %.

Germination speed index (GSI):
Formula 3: GSI=% %
Where: ni = number of seeds that germinated

in time 'i’; ti = time after installation of the
test; i = 1 » 18 days. Unity: Dimensionless.
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Average germination time (AGT):

¥ niti

Formula 4: AGT = —
Y niti

Where: ni = number of seeds germinated per day;
ti = incubation time; i = 1 + 18 days. Unit: Days.

The experimental design used in this study was
the completely randomized (CRD), in a single-
factor scheme for the tests of pre-germinative
treatments, photoblastism and water absorp-
tion curve. The substrate and temperature
test were performed in a two-factor arrange-
ment (2 x 3), where the first factor was the
substrates sand and paper, and the second the
temperatures of 20, 25 and 30 ©°C. For all the
tests above, four replicates of 25 seeds were
used, totaling 100 seeds per treatment, with
the exception of the photoblast test, in which
five replicates were used.

Statistical Analysis

The data were submitted to Bartlett’s norma-
lity test and, after analysis of variance (ANO-
VA), followed by comparison of means through
the MSD test (Minimum Significant Difference)
at the level of 5 % probability of error, using
the features of CoStat 6.4 software. Being
that, when the tests were performed with two
factors, the analysis of variance was tested to
verify the interaction between the factors.

3. RESULTS AND DISCUSSION

On the day following the collection, the seeds
of Lupinus bracteolaris had a water content of
6.82 %. Thus, the seeds from the field showed
a very low value, possibly indicating that the
degree of seed maturity was nearing comple-
tion. In the laboratory, the completion of the
seed maturation process was observed in only
15 days, by changing the color of the vege-
tables from gray-yellow to totally dark gray,
in addition to opening all the vegetables and
releasing the seeds. These results show the
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importance of determining the water content,
in order to assist in the interpretation of the
maturation phases of the seeds collected in
the field. Particularly, in the case of species
with little information available in the literatu-
re, as is the case of Lupinus bracteolaris, and
mainly because the seeds collected in natural
populations are in different phenological sta-
ges, some plants with the presence of flowers
or fruits and/or seeds, providing irregular pha-
ses within the same population.

Pre-germinative treatments

The first study carried out to accelerate the ger-
mination phase of Lupinus bracteolaris seeds
showed superior results in the T2 treatment
(mechanical scarification with sandpaper No.
120, for 20 seconds), for the variables: Ger-
mination percentage, seedling formation and
speed index germination (Table 1) but did not
differ statistically from treatment T3 (mecha-
nical scarification with sandpaper No. 120 for
40 seconds).

Table 1. Average percentage of germination (G) and seedling formation (SF),

germination speed index (GSI), average germination time (AGT) and seedling formation

time (SFT), under six pre-germination treatments to accelerate the germination

process of Lupinus bracteolaris seeds.

Treatment Description G (%) SF (%) GSI AGT (days) SFT (days)

T1 Control 19b 19b 0.99b 6.65 abc 9.80 a
MSS for 2

T2 SS for 20 80 a 80 a 4.41 a 8.19 13.39 b
seconds

T3 MSS for 40 78 a 78 a 3.88a 8.44 bc 13.17 b
seconds
IW for 24

T4 hours at room 20 b 20b 147 b 6.23 a 8.58 a
temperature)
Iw o

T5 at 50_ c 18 b 18 b 0.87 b 5.55 ab 9.96 a
for 10 minutes
Iw 1 o

6 at 100 °C 17 b 17b 0.77 b 5.72 ab 9.86 a
for 10 minutes

CV (%) 18.81 18.61 29.40 19.02 14.82

Value p P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P = 0.0402 P < 0.01

Transformed data - - - Asen -

MSS = mechanical scarification between sandpaper No. 120; IW = immersion in water; CV = coefficient of variation.
In the column, means followed by the same letters do not differ, by the DMS test (p <0.05).

Source: Authors.

In other species from the same family, the
method of mechanical scarification with san-
dpaper also showed superior results in the
seed germination processes, as well as a high
rate of germination speed, as for Schizolobium
parahyba (Vell.) Blake (Pereira et al., 2011)
and Lupinus albescens (Paim et al., 2019). This

is mainly due to the fact that mechanical sca-
rification causes cracks in the tegument of the
seeds, therefore increasing the permeability
to water and gases, promoting the beginning
of imbibition processes and, consequently,
germination (Carvalho and Nakagawa, 2012,
Guedes et al., 2013).
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Thus, seed scarification becomes a highly rele-
vant method to standardize and increase ger-
mination speed. In addition, it is an important
technique in the germination of other native
species, such as Macroptilium martii Benth.
(Aradjo et al., 2014a) and Lupinus albescens
(Paim et al., 2019), Fabaceae species that in-
habit extreme areas of low water availability
and poor soils in the Caatinga and Pampa bio-
mes, respectively.

The comparison between the results of the seed
treatments, with the locals of occurrence of the
species Lupinus bracteolaris and Lupinus albes-
cens (Paim et al., 2019), that is, sandy soils of
arenitic origin, shows that the results found,
under the ecophysiological aspect, corroborate
the work of Rovedder et al. (2010), in which the
authors mention that the propagules dispersed
in these environments are susceptible to the
action of wind and water erosive processes,
which contributes to the rupture in the seed te-
gument, simulating a mechanical scarification
resulting from the sand abrasion effects.

The average time of germination and seed-
ling formation showed shorter periods for
treatment T4 (immersion in water for 24 hours
at room temperature) (Table 1); nevertheless,
the application of this treatment becomes
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impracticable, since the average of germinated
seeds was only 20 %. A shorter average ger-
mination time is justified in the T4 treatment
due to the fact that the few seeds that germi-
nated in a short period of time had a permea-
ble tegument. Because the treatment was not
effective in overcoming the physical barrier to
germination, the seeds able to germinate were
pre-soaked and started the germination pro-
cess during the treatment.

According to the results obtained in the pre-
germinative treatment test, where, for most
of the variables analyzed, the treatment re-
garding scarification between sandpapers was
superior, in addition to its easy execution, it
was adopted as the standard for further ex-
periments.

Substrates and temperatures

The analysis of variance showed interaction
between the two factors for the variables of
germination percentage and seedling forma-
tion, as well as for the average germination
time (Table 2). For the germination speed in-
dex and the average time of seedling forma-
tion, there was no interaction between tem-
peratures and substrates, with a significant
effect only for these factors analyzed separa-
tely (Table 2).

Table 2. Analysis of variance for germination percentage (G), seedling formation (SF),
average germination time (AGT), seedling formation time (SFT) and germination speed index (GSI)
under three temperatures and two substrates in Lupinus bracteolaris seeds.

Value p G (%) SF (%) AGT (days) SFT (days) GSI
Substrates P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.021 P < 0.001
Temperatures P < 0.04 P < 0.004 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.003
Interaction P < 0.001 P < 0.001 P < 0.021 p = 0.323n p = 0.642"
CV (%) 14.12 15.47 13.37 12.27 18.70
Overall Average 74 72 8 13 4

CV = coefficient of variation. " = not significant at 5 % probability of error.
Source: Authors
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The germination percentage did not differ sig-
nificantly in the sand substrate for tempera-
tures of 20 and 25 ©°C, reaching 79 and 70 %
of germinated seeds, respectively; this is also
observed in the variable seedling formation,
at both temperatures (Table 3). It was obser-
ved that the lower temperatures promoted the
germination and the formation of seedlings in
the sand substrate, because the highest tem-
perature tested (30 °C) resulted in non-germi-
nated seeds and seedlings with malformation;
specifically, essential structures of the aerial
part and root with reduced size.

In the case of the paper substrate, no signifi-
cant differences were found between the tem-
peratures tested, with an overall mean of 84
% for germination and seedling formation (Ta-
ble 3). Likewise, the species Dioclea violaceae
Mart. (Zucareli et al., 2010) presented similar
results when the seeds were submitted to tem-
peratures of 20, 25 and 30 °C, using the paper
substrate. As a result, the paper stood out as
an important substrate for these species, as it
provided germination at all temperatures eva-
luated, with no identification of critical tem-
peratures at this stage. According to Pilau et

al. (2012), the knowledge of temperature and
substrate factors are fundamental in the be-
ginning of germination processes, due to the
peculiar characteristics among the species.

The average germination time is an easily
measured variable that can be used to deter-
mine the vigor of the seeds, as according to
Carvalho et al. (2012) a rapid germination and
seedling emergence are important attributes
for the formation of quality seedlings. For Lu-
pinus bracteolaris seeds, there was a shorter
average germination time in the sand substra-
te at 20 °C (6.85 days), while on paper, the
shortest time was for temperatures of 20 and
25 °C, with an average of 5.91 and 6.15 days,
respectively (Table 3).

In both substrates (sand and paper), it was
found that the lowest temperatures (20 and
25 °C) promoted accelerated germination of
seeds. It is assumed that mild temperatures
may have triggered certain biochemical reac-
tions during the germination process, which
boosted specific enzyme systems (Marcos Fil-
ho, 2015).

Table 3. Germination percentage (G) of seedling formation (SF) and average germination time (AGT), under

three temperatures and two substrates in Lupinus bracteolaris seeds.

Temperatures Substrates G (%) SF (%) AGT (days)
20 °C 79 Aa 79 Aa 6.85 Aa
25°C Sand 70 Aa 70 Aa 10.38 Ba
30°C 45 Bb 31 Bb 11.5 Ba
20 °C 83 Aa 83 Aa 5.91 Aa
25°C Paper 81 Aa 81 Aa 6.15 Ab
30°C 86.7 Aa 86.7 Aa 8.13 Bb

Averages of temperatures followed by uppercase letters and means of substrates followed
by lowercase letters, do not differ by the DMS test (p <0.05).
Source: Authors.
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The highest rate of germination speed of 5.79
was found for the paper substrate, in addition,
this substrate also provided a shorter average
time for seedling formation, with an average of
11.64 days (Table 4). The paper substrate also
provided satisfactory germination speed index
results in works with other species, such as for
Albizia edwallii (Hoehne) Barneby & J. W. Gri-
mes (Duarte et al., 2015) and Anadenanthera
peregrina (L.) Speg. (Miranda et al., 2012).

Therefore, the paper substrate was more
successful for a greater number of variables

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

during the germination and seedling formation
of the Lupinus bracteolaris species. It should
be observed that the use of an appropriate
substrate has a great influence on the germi-
nation of species, as is the case with paper,
which is the most used in the tests and it has
the advantage of maintaining constant humi-
dity for long periods (Ministério da Agricultura,
2009). This is very important as the size of
the seed can change the requirement for the
amount of water, as well as the sensitivity or
not to light and the ease in the course of seed-
ling analysis (Ministério da Agricultura, 2009).

Table 4. Germination speed index (GSI) and the average seedling

formation time (SFT) of Lupinus bracteolaris sown on two substrates and in an environment

with three temperature regimes.

Substrates GSI SFT (days)
Paper 5.79 a 11.64 a
Sand 2.67 b 14.98 b
CV (%) 18.70 12.27
Value p P < 0.001 P < 0.01

Temperatures GSI SFT (days)
20 oC 5.40 a 11.25 a
25 0C 3.96b 14.49 b
30°C 2.98 c 14.55b
CV (%) 18.70 12.27
Value p P < 0.01 P < 0.01

CV = coefficient of variation. Means followed by equal letters in the column
do not differ from each other, using the DMS test (p <0.05).
Source: Authors

In relation to temperatures, the treatment of
20 °C showed superior results for the variable
germination speed index with a value of 5.40,
moreover, this temperature also had a shor-
ter average time of seedling formation, this
being 11.25 days (Table 4), resulting in suita-
ble conditions for Lupinus bracteolaris seeds
to express their vigor. Knowing the optimal
temperature in relation to the maximum or
minimum becomes important, since extreme
temperatures imply a reduction in the speed
of germination processes, causing the expo-
sure of seedlings to adverse factors for long
periods, which can lead to reduction of the
germination rate (Baskin and Baskin, 2014).
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Low temperatures delay the germination and
growth of seedlings, due to the reduction in the
activities of enzymes involved in respiration
and metabolism (Marcos Filho, 2015); However,
in relation to Lupinus bracteolaris, laboratory
results have shown that mild temperatures be-
nefit the species, so it appears that in the field,
its germination phase coincides naturally with a
period of lower temperatures.

It was found that the temperature of 20 ©C
was the most relevant and promising in the
germination of Lupinus bracteolaris, in the
same way as the use of the paper substrate.
These two factors showed greater adequacy



Luciana Pinto Paim, Eduarda Demari Avrella, Juliana Carolina Alves Horlle, Claudimar Sidnei Fior,

Marilia Lazarotto, André Pich Brunes

Response of lupinus bracteolaris seeds to pre-germinative treatments and experimental conditions

in the germination of the species, according to
most of the variables analyzed and the visua-
lization of fewer fungi in the seeds, resulting
in the formation of healthy seedlings and of
uniform size (aerial part and roots).

Photoblast

The results of the photoblast test did not
highlight significant differences between
treatments for the percentage of seed ger-
mination (Table 5). It is likely that the cha-
racteristics of the species promoted its
germination in wide light conditions, thus
providing the development of phenotypic
plasticity, allowing to classify Lupinus brac-
teolaris seeds as neutral photoblastic. Simi-
lar results were also found for Lupinus al-
bescens, another species native to the sands
region (Paim et al., 2019).

Table 5. Germination percentage of Lupinus
bracteolaris seeds under different light conditions.

Treatments Germination (%)
Green light 87
Continuous dark 77

White light 76

Cv 12.37

Value p 0.1937ns

CV = coefficient of variation. " = not significant
at 5% probability of error.

Source: Authors

Water absorption curve

Imbibition was observed in both the control
and the pre-germinative treatments with me-
chanical scarification for 20 seconds; however,
only the scarified seeds showed a higher mass
gain in less time in the three stages of germi-
nation (Figure 2). Therefore, it was observed
that only the seeds submitted to the pre-ger-
minative treatment followed the three-phase

pattern mentioned by Marcos Filho (2015), but
the imbibition in the control treatment indica-
tes the absence of physical dormancy in the
seeds of the species.

120 Phase III

Phase IT

Mass gain (%)

—4&— Control —% Scarification 20 sec.
0 12 24 36 48 60 7 84 96 108 120

Imbibition time (hours)

Figure 2. Water absorption curve in Lupinus
bracteolaris seeds under pre-germinative treatment
with mechanical scarification for 20 seconds
and control (without scarification).
Source: Authors

The three-phase pattern presents important
phases for the germination process, from wa-
ter imbibition by the seeds to the beginning
of the growth of the embryo. Thus, it was ob-
served that after soaking, the scarified seeds
absorbed water rapidly, reaching a level of
approximately 12 % increase in mass, after
8 hours (phase I), about 67 % more than the
control in this same period. This first imbibi-
tion phase is a consequence of the difference
in water potential of the seed and the medium,
this is a physical process in which the seed ab-
sorbs water for its rehydration until it reaches
the equilibrium point, which does not depend
on the viability of the seeds and the length
of stay varies from species to species (Marcos
Filho, 2015).
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The second phase is known as stationary, pre-
paratory biochemistry or growth-inducing,
which will activate the degradation of reser-
ves that will be used as an energy source for
the reactivation of the embryo (Portes et al.,
2018). There is usually a reduction in water
absorption and in the respiratory processes
(Aradjo et al., 2014a) in this phase, as occu-
rred in the Lupinus bracteolaris seeds which
gained only 3 % in a period of 4 hours. Never-
theless, water absorption and mass gain were
observed due to the treatment with mechani-
cal scarification providing the opening of chan-
nels and the removal of the waxy layer, which
promoted the entry of water at a greater spe-
ed, a fact that shows the lack of dormancy in
the species seeds. According to Araujo et al.
(2014b), seeds with dormancy may present
this phase longer and with low mass gain.

The third phase started after 12 hours, with
an increase in water absorption and a 60 %
mass gain in the seeds in relation to phase
II, consequently, beginning the protrusion of
the radicle in this phase. Oliveira and Bosco
(2013) corroborate that, at this stage there is
an increase in the water content of the seeds
and the emission of primary root. Therefore,
the three-phase process of germination of Lu-
pinus bracteolaris seeds was completed in 120
hours, when 50 % of the seeds of each repeti-
tion germinated.

The duration of each phase of germination can
vary according to the tegument permeability
and the size of the seed, as well as the condi-
tions used during the imbibition process, such
as temperature and substrate (Carvalho and
Nakagawa, 2012). In view of this, the absorp-
tion curve showed that there was imbibition in
both treatments, which allows us to conclude
that the seed coat of Lupinus bracteolaris does
not present impermeability, it just needs a
longer period for the imbibition process. Thus,
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it is evident that the use of pre-germinative
treatment with mechanical scarification ac-
celerates the absorption of water, and, con-
sequently, the germination processes. due to
the opening of channels on the tegument. This
method causes small fractures in the seed te-
gument, favoring greater permeability during
imbibition and, thus, water absorption occurs
more rapidly through tissues and speeds up
the depletion of endosperm reserves (Shimizu
et al. 2011).

Most species belonging to the Fabaceae family
commonly develop seeds of impermeable and
resistant integuments, acting as barriers in the
absorption of water and subsequent biochemi-
cal reactions inside it. However, it is a condi-
tion that limits the germination of many plant
species. Nevertheless, seeds that germinate
in less than 28 days of sowing under natural
conditions of the environment are not consi-
dered with integumentary dormancy (Baskin
and Baskin, 2014). Therefore, the results of
this work indicate that the seeds of the native
species Lupinus bracteolaris have no tegument
dormancy, due to the fact that germination oc-
curs naturally in less than 28 days.

In addition, the different species belonging to
the genus Lupinus (American, European and
African) are considered as highly tolerant to
dry habitats and poor nutrient soils (Elbandy
and Rho, 2014; Martinez Alcald et al. 2010).
Therefore, some natives of this group can be
denominated pioneers, as they are the first
to colonize newly-impacted and/or disturbed
soils; namely, soil with little vegetation and
exposed to adverse edaphoclimatic factors
(light, rain, wind, soil, etc.). This information
is in line with observations made in this study,
as the collection sites of Lupinus bracteolaris
seeds are commonly sunny, low fields, slopes
of roads with exposed soil and areas adjacent
to sandy soils.
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4. CONCLUSIONS

Lupinus bracteolaris shows a positive respon-
se to pre-germinative treatment through me-
chanical scarification of its seeds, indicating a
limitation in water absorption due to the semi-
permeable resistance of the propagule casings.

For the analysis of its seeds, the substrate pa-
per Germibox and the temperature of 20 °C
are the most appropriate among those tested,
reaching the formation of normal seedlings
about 11 days after the beginning of the test.

Lupinus bracteolaris seeds can be classified as
neutral photoblastic and, although there is no
tegument dormancy, water absorption is slow
in the absence of a scarification treatment.
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RESUMEN

Contextualizacidén: los citricos son una de
las especies arbdéreas mas cultivadas en todo
el mundo. Poseen una gran importancia eco-
noémica por su produccion es mayor a cual-
quier otro frutal.

Vacio de conocimiento: pese a la gran de-
manda de citricos en Colombia, se conoce muy
poco acerca del origen y la diversidad genéti-
ca. Asimismo, no se han realizado estudios de
caracterizaciéon molecular de las variedades de
citricos de la coleccion de la Universidad de
los Llanos, los cuales son importantes para im-
plementar estrategias de conservacién y uso
potencial de los recursos genéticos.
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Proposito del estudio: evaluar la diversidad
genética de cuatro variedades de citricos (Na-
ranja Tangelo, Naranja Valencia, Mandarina Arra-
yana y Limon Castilla), establecidas en la Univer-
sidad de los Llanos con siete cebadores ISSR.

Metodologia: la caracterizacién molecular se
realizé en los laboratorios de Biotecnologia Ve-
getal y Genética y Reproduccion Animal de la
Universidad de los Llanos. Se generd una matriz
binaria de ausencia y presencia. La similitud ge-
nética entre los individuos se calculé utilizando
el coeficiente de similitud de Nei y Li (1979). El
analisis cluster se realiz6 por el método UPGMA y
se genero un dendrograma utilizando el paquete
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estadistico NTSYS, version 2.02 PC. Se estimo
la heterocigosidad insesgada, el porcentaje de
loci polimérficos y el f estadistico insesgado con
un intervalo de confianza del 95%, utilizando el
paquete estadistico TFPGA, version 1.3.

Resultados y conclusiones: se obtuvo un
total de 80 bandas, de las cuales el 86.25%
fueron polimérficas. La heterocigosidad esti-
mada promedio para la poblacion total fue de
0.29, que evidencia una moderada diversidad
genética. Los cebadores CGA y AG fueron los
de mayor aporte a la estimacion del polimor-
fismo genético. Se encontrd poca diferencia-
cién genética (F, = 0.03). A un nivel de simili-
tud de 0.42 se formaron siete grupos, siendo
los grupos 1 y 2 los que agruparon la mayor
cantidad de genotipos de las cuatro especies,
siendo en su mayoria de mandarina Arrayana
y de naranja Tangelo. Los siete cebadores fue-
ron significativos para la estimacion de la di-
versidad genética en citricos y constituyen una
herramienta con gran potencial para posterio-
res trabajos de mejoramiento en esta especie.

Palabras Clave: Citrus; Diferenciacion gené-
tica; Germoplasma; Microsatélites; Variabili-
dad Genética

ABSTRACT

Contextualization: Citrus trees are one of the
most cultivated tree species in the world. They
are of great importance since their production
is greater than that of any other fruit tree.

Knowledge gap: Despite the great demand
for citrus fruits in Colombia, there is limited
knowledge about the origin and genetic di-
versity. Likewise, molecular characterization
studies of citrus varieties established in the
work collection of the Universidad de los Lla-
nos have not been carried out, which is of vital
importance to implement conservation strate-
gies and potential use of genetic resources.

Purpose: to evaluate the genetic diversity of
four citrus varieties (Tangelo orange, Valen-
cia orange, Arrayana mandarin and Castilla
lemon), established at the University of the
Llanos with seven ISSR primers.

Methodology: The molecular characteriza-
tion was carried out in the Plant Biotechno-
logy and Animal Reproduction and Genetics
laboratories of the Universidad de los Llanos
Universidad de los Llanos. A binary matrix of
absence and presence was generated. The
genetic similarity between the individuals
was calculated using the coefficient of simi-
larity of Nei and Li (1979). The cluster analy-
sis was performed by the UPGMA method
and a dendrogram was generated using the
NTSYS statistical package, version 2.02 pc.
The unbiased heterozygosity, the percentage
of polymorphic loci, and the unbiased f sta-
tistic were estimated with a 95% confidence
interval, using the TFPGA statistical packa-
ge, version 1.3.

Results and conclusions: A total of 80 bands
were obtained, of which 86.25% were polymor-
phic. The average estimated heterozygosity for
the total population was 0.29, which shows a
moderate genetic diversity. The CGA and AG
primers were the ones with the greatest con-
tribution to the estimation of genetic polymor-
phism. Little genetic differentiation was found
(F,, = 0.03). At a level of similarity of 0.42, se-
ven groups were formed, with groups 1 and 2
being the ones that grouped the largest num-
ber of genotypes of the four species, being
mostly Arrayana mandarin and Tangelo orange.
The seven primers were significant for the es-
timation of genetic diversity in citrus fruits and
constitute a tool with great potential for further
improvement work in this species.

Keywords: Citrus; Genetic Differentiation,
Germplasm; Microsatellite; Genetic Variability
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1. INTRODUCCION

Los citricos son un género que alberga 150 es-
pecies, de las que se destacan la naranja (Ci-
trus sinensis L. Osbeck), la mandarina (Citrus
reticulata Blanco), el limén (Citrus limon L. Os-
beck), la lima (Citrus aurantifolia Christm) y la
toronja (Citrus paradisi Macfad), originarias del
sudeste asiatico, en los territorios de Malasia,
China, Filipinas e Indonesia (Anderson et al.,
1996). Son de gran importancia a nivel mun-
dial, ubicandose entre las 11 frutas mas pro-
ducidas en el mundo; en el cuarto puesto esta
la naranja, en el sexto las mandarinas, tangeri-
nas y clementinas, y en el undécimo, las limas
y limones (FAOSTAT, 2017). En el afio 2016 se
produjeron mas de 124 millones de toneladas
de citricos en el mundo, donde Colombia aporté
239 mil toneladas (FAOSTAT, 2017).
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En Colombia, la produccion de citricos tuvo su
maxima produccion en el afio 2013 con 650 mil
toneladas en un drea de 38 mil hectareas. Des-
pués, hubo una reduccion en el area de siem-
bra en el afio 2015 que redujo la produccion en
100 mil toneladas; sin embargo, en afios pos-
teriores hasta el afio 2018 el sector citricola se
recuperd llegando a las 600 mil toneladas. Este
cultivo se concentra en la zona de Piedemonte
Llanero y en la regidn fruticola del Ariari. Para
el afo 2018 el departamento del Meta tuvo un
area de 6650.6 ha; siendo el primero con la
mayor area total sembrada en el pais, equiva-
lente al 17.68%, alcanzando una produccion de
104.79 t, y un rendimiento de 1.76 t/ha. Este
departamento ocupé el tercer puesto en pro-
duccion con el 17.46% sélo siendo antecedidos
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por los departamentos del Valle y el Quindio
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
2019; Sanchez et al., 2020). La citricultura en
el departamento del Meta tiene una trayectoria
de mas de 50 afios. Desde la introduccion de
las primeras especies por parte de colonos, se
ha logrado una adecuada adaptabilidad, dan-
do lugar a cultivares con diferentes niveles de
productividad y rentabilidad entre los que se
destacan en orden de importancia, la naran-
ja Valencia, la lima acida Tahiti y la mandarina
Arrayana (Orduz et al., 2012).

Los recursos fitogenéticos son de gran impor-
tancia a nivel mundial ya que proporcionan la
seguridad alimentaria y se sustenta a través de
ellos el desarrollo de la agricultura para res-
ponder a los cambios ambientales y socioeco-
nomicos de determinado pais o determinada
region (FAO, 2020). Los Bancos de germoplas-
ma con mayor numero de colecciones de citri-
cos se encuentran ubicados en Japén, China,
EEUU, Francia y Espafia; siendo Japoén el pais
con mayor numero de especies conservadas,
manteniendo seis colecciones de mas de 1200
genotipos (Garcia, 2013). Los bancos de ger-
moplasma con mayor numero de colecciones
de citricos en Colombia estan a cargo de Cor-
poica (actualmente Agrosavia), con 205 acce-
siones diferentes, de las cuales 44 son mate-
riales nacionales y 161 materiales extranjeros,
que incluyen variedades mejoradas, variedades
obsoletas y variedades de agricultores (Valen-
cia et al., 2010). Los recursos fitogenéticos de
los citricos en el departamento del Meta se con-
centran en los cultivos establecidos en el Pie-
demonte Llanero, donde se han evaluado por el
Centro de Investigacion La Libertad de Corpoi-
ca (Agrosavia) 13 variedades provenientes de
tres especies (C. sinensis (L.) Osbeck, C. para-
disi Macf., C. reticulata Blanco) y dos hibridos
(C. sinensis (L.) Osbeck x C. reticulata Blanco
y C. reticulata Blanco x C. paradisi Macf.) del
género Citrus (Orduz et al., 2012).

El uso de marcadores moleculares es ya una
actividad permanente para la caracterizacion
y el manejo de los bancos de germoplasma
(Barkley et al., 2006). Estas técnicas permiten
detectar duplicados en las colecciones, corro-
borar la identidad de las entradas, establecer
relaciones genéticas entre introducciones,
realizar estudios taxondmicos y de diversidad
genética, entre otros.

Varios marcadores han sido utilizados para
caracterizar la diversidad genética en citri-
cos, como los reportados por Al-Nadabi et
al. (2018), quienes evaluaron la relacion
genética de 27 cultivares de citricos y seis
accesiones silvestres utilizando AFLP. Los
marcadores de ADN polimérfico amplifica-
do al azar (RAPD) han sido utilizados para
identificar especies de citricos (Munankarmi
et al., 2014; Shahzadi et al., 2016). Se han
realizado varios estudios filogenéticos utili-
zando SNP, que van desde 67 a 1457 (Curk
et al., 2016; Garcia-Lor et al., 2015; Ollitrault
et al., 2012); ademas, también se han utili-
zado este tipo de marcadores para estudios
de diversidad genética y analisis de la es-
tructura poblacional en germoplasma de ci-
tricos como los llevados a cabo por Yu et al.
(2018). Igualmente, los marcadores SSR han
sido ampliamente utilizado en estudios filo-
genéticos de citricos (Barkley et al., 2006;
Garcia-Lor et al., 2012), asi como en la iden-
tificaciéon de hibridos de Citrus aurantifolia
con Citrus limon (Bermudez et al., 2017) e
hibridos de limén (Carrillo et al., 2018). Mas
recientemente, diferentes marcadores mo-
leculares como los de secuencia polimérfica
amplificada y cortada (CAPS) de cpDNA (Ya-
mamoto et al., 2013; Ninomiya et al., 2015;
Fujii et al., 2016; Nonaka et al., 2017; Dorji
y Yapwattanaphun, 2015; Froelicher et al,,
2011), se han utilizado para la identificacion,
analisis de parentesco y filogenia de espe-
cies o cultivares de citricos.
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Entre las técnicas de marcadores basados
en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), los marcadores conocidos como In-
ter-Secuencias Simples Repetitivas (ISSRs),
son uno de los mas sencillos y ampliamente
utilizados (Singh et al., 2014). Su iniciador
para PCR esta compuesto de una secuencia
microsatélite como (GACA)n anclada al ex-
tremo 3’ o 5’ por dos a cuatro nucleétidos
arbitrarios usualmente degenerados (Ziet-
kiewicz et al., 1994). De esta manera se am-
plifica una regién situada entre dos microsa-
télites cercanos que incluyan los nucleétidos
complementarios. Estos marcadores son
polimérficos en la naturaleza, abundantes
en el genoma, y combinan los beneficios de
los marcadores AFLP y SSR con la univer-
salidad de los marcadores RAPD (Henareh
et al., 2016). Los marcadores ISSR son in-
formativos sobre las especies de las que no
se dispone de secuencias del genoma y pre-
sentan una alta reproducibilidad (Morillo et
al., 2018), y tienen la capacidad de examinar
y diferenciar rapidamente entre individuos
estrechamente relacionados entre si (Ziet-
kiewicz et al., 1994). El mayor inconveniente
de los marcadores de la ISSR es que son do-
minantes y se heredan en forma Mendeliana,
por lo que pueden influir en la estimacién de
la diversidad genética.

Los marcadores ISSR se han utilizado para el
mejoramiento genético de plantas, en lo re-
lacionado con la caracterizacion del germo-
plasma de especies vegetales y la evaluacion
de la diversidad genética (Castaneda-Cardo-
na et al.,, 2020; Vargas et al., 2020, Marti-
nez et al., 2020); estudios filogenéticos de
diferentes especies (Varshney et al., 2005);
para la identificacion de marcadores de ADN
vinculados a rasgos agrondomicos; entre
otros. Shahsavary et al. (2007) y Yang et al.
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(2010), son algunos de los que han empleado
estos marcadores en citricos, para estudios
de diversidad genética y las relaciones filo-
genéticas entre especies del género Citrus.
Sharafi et al. (2017), evaluaron la diversidad
genética de 19 cultivares de citricos utili-
zando marcadores microsatélites SSR, ISSR
y marcadores de secuencias polimoérficas
amplificadas (CAPs).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
cuatro variedades de citricos (Naranja Tangelo,
Mandarina Arrayana, Naranja Valencia, Limon
Castilla) de la coleccién de trabajo de la Uni-
versidad de los Llanos con marcadores ISSR,
con el fin de contribuir al conocimiento de la
diversidad genética de los citricos mas usados
en la regidn, y planear estrategias de manejo
y conservacion de los recursos fitogenéticos,
asi como el establecimiento de programas de
mejoramiento de la especie.

2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para la caracterizacién molecular de la di-
versidad genética se evaluaron 44 genotipos
de citricos pertenecientes a la coleccién de
trabajo de la Unidad Agricola Experimental
Barcelona de la Universidad de los Llanos
(Villavicencio/Meta, Colombia), localizada a
4°04'30” latitud Norte y 73°34’' 58”de longi-
tud Oeste, a 469 m.s.n.m. Los 44 genotipos
se distribuyeron en cuatro variedades asi: 11
de Naranja Valencia (NV), 18 de Mandarina
Arrayana (MA), 10 de Naranja Tangelo (NT)
y cinco de Limén Castilla (LC) (Tabla 1). Para
la extraccién de ADN se tomaron al azar de
cada genotipo dos a tres hojas jovenes y en
buen estado fitosanitario, las cuales se alma-
cenaron en bolsas ziploc que contenia silica
gel, para ser llevadas al laboratorio para su
analisis respectivo.
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Tabla 1. Genotipos de citricos utilizados en la caracterizacion molecular con marcadores ISSR.

Muestra

10

11

12

13

14
15

16

17

18

19

20

21

22

Especie

Naranja Valencia
Mandarina
Arrayana

Naranja Valencia

Naranja Tangelo
Naranja Tangelo
Naranja Tangelo

Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Naranja Valencia
Mandarina
Arrayana
Naranja Valencia
Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Naranja Tangelo
Limén Castilla

Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Limoén Castilla

Naranja Tangelo

Naranja Valencia

Naranja Valencia

Mandarina
Arrayana

Identificacion
de la muestra

NV1

MA1

NV2

NT1
NT2
NT3

MA2

MA3

NV3

MA4

NVv4

MAS5

MA6

NT4
LC1

MA7

MAS8

LC2

NTS

NV5

NV6

MAS

Muestra

23

24

25

26
27
28

29

30

31

32

33

34

35

36
37

38

39

40

41

42

43

44

Fuente: Autores

Especie

Naranja Valencia

Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Naranja Tangelo
Naranja Valencia

Naranja Tangelo

Naranja Valencia

Naranja Valencia

Limon Castilla

Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Naranja Tangelo

Naranja Tangelo
Limon Castilla
Mandarina
Arrayana
Naranja Tangelo
Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Mandarina
Arrayana

Naranja Valencia

Limon Castilla

Identificacion
de la muestra

NV7

MA10

MA11

NT6
NV8

NT7

NV9

NV10

LC3

MA12

MA13

MA14

NT8

NT9
LC4

MA15

NT10

MA16

MA17

MA18

NV11

LC5
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Extraccion de ADN y amplificacién de
marcadores ISSR

El ADN gendmico se obtuvo mediante el proto-
colo de extraccion de ADN propuesto por Do-
yle & Doyle (1990). Para la evaluacion de la ca-
lidad y cantidad el ADN obtenido se realizaron
geles de agarosa al 0.8% corridos en tampdn
TBE 0.5X (Tris-borato 0045M; EDTA 0.001M) a
80 voltios, 400 mA por 45 minutos y tefiidos
con GelRed®, utilizando para ello una camara
horizontal marca Maxicell Primo EC-340. Para
la cuantificacion de ADN total se utilizé el mé-
todo de espectrofotometria en acidos nuclei-
cos a través del Nanodrop. El ADN cuantificado
se diluy6 en agua tipo HPLC a un volumen total
de 100 pL a 20 ng/pL y se almacend a -20 °C.

Para el estudio de diversidad genética se utili-
zaron siete cebadores ISSR (Tabla 2). El coctel
de amplificacién se prepard en un tubo esté-ril
de microcentrifuga de 1.5 ml y consistié de
Buffer 1X, MgCl, 1.5 mM, DNTPs 0.2 mM, Taq
Polimerasa 1U, cebador 2 puM y ADN gendmi-
co 20ng, para un volumen final de 25 pL por
muestra. La amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador marca THERMO SCIENTIFIC mo-
delo TCA0001. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de una nueva des-
naturalizacion a 95 °C por 30 segundos; hibri-
dacién a una temperatura comprendida entre
50 °C y 58 °C por 45 segundos (dependiendo
del cebador utilizado, ver tabla 2); elongacion
a 72 °C por 2 minutos, 37 ciclos desde la des-
naturalizacion a la elongacién; y por ultimo una
extension final a 72 °C por 7 minutos. En cada
ensayo de amplificacién se incluyé un control
negativo o blanco sin ADN para verificar la au-
sencia de contaminacién. Los productos de la
PCR se separaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1.2% a 100V, en solucién de TBE
0.5X (Tris-Borato-EDTA), durante 90 minutos.
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Posteriormente, se visualizaron en un transilu-
minador U/V Scientific modelo GL-3120.

Tabla 2. Cebadores utilizados para estudiar

la diversidad genética en Citrus spp.

Cebador  Secuencia (5'a 3’) * T° hibridacién
CCA DDB(CCA)5 55
CGA DHB(CGA)5 58
AG HBH(AG)7A 50
cT DYD(CT)7C 55
TG HVH(TG)7T 55
CA DBDA(CA)7 50
ACA BDB(ACA)5 50

*Las designaciones son usadas para los sitios degenera-
dostH(AOTOC),;, B(GOTAC); V(GO6AOGCQ);
D(GOAOGT), Y(COT).

Fuente: Autores.

Analisis estadistico

Se generd una matriz binaria de presencia (1)
y ausencia (0) con base en la informacion de
las amplificaciones. La similitud genética en-
tre los genotipos se estimo con el coeficiente
de Nei y Li (1979). El anédlisis de agrupamien-
to se realizo con el programa SAHN de NTSYS
(Numerical Taxonomy System for personal
Computer, version 2.02 PC) utilizando el mé-
todo UPGMA, método grafico de agrupamien-
to por parejas, que usa el promedio aritméti-
co no ponderado. El dendrograma que indica
la agrupacion de los genotipos se construyod
con el programa TREE de NTSYS -pc. Se cal-
culd el coeficiente de correlacidon cofenética,
que es una medida entre los valores de si-
militud del dendrograma y los de la matriz
original de similitud. Este analisis se realizo
utilizando los procesos COPH y MXCOMP del
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paquete NTSYS-pc. Se realizé un analisis de
correspondencia multiple (ACM) para asociar
columnas vy filas de la matriz binaria deter-
minando el nivel de asociacién o determinar
proximidad (Joseph, 1992).

Para estimar la diversidad genética se utili-
zaron los parametros de heterocigosidad in-
sesgada (He), numero y porcentaje de loci
polimorficos utilizando el programa esta-
distico TFPGA (Tools For Population Genetic
Analyses, version 1.3, 1997) y se determind
el f estadistico insesgado con un intervalo
de confianza del 95% (Wright, 1978). Igual-
mente, con este programa se construyd un
dendrograma obtenido de la mezcla de los

datos de todos los individuos dentro de las
variedades, con el fin de observar el nivel de
similitud entre ellas. Se realizé un analisis de
varianza molecular (AMOVA) mediante el pro-
grama GenAlex versién 6.2 (Peakall y Smou-
se, 2012) con 999 permutaciones, con el fin
de determinar las diferencias entre y dentro
de los grupos formados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Diversidad genética

Los siete cebadores ISSR generaron 80 patro-
nes de bandas, de las cuales 69 fueron poli-
morficas. El nimero de bandas oscilaron entre
ocho para el cebador CA y 14 para los cebado-
res AG y CT (Tabla 3).

Tabla 3. Niumero de bandas, nimero y porcentaje de loci polimérficos, heterocigosidad estimada (He),

coeficiente de diferenciacion genética (F_) de siete cebadores ISSR evaluados en 44 genotipos de citricos.

Cebador No. bandas No_. d,e L_oci ‘T/o I’.oc_i He Fst
totales Polimérficos polimorficos
ACA 11 10 90.91 0.285 0.035
CA 8 7 87.5 0.281 0.012
CCA 11 10 90.9 0.317 0.091
TG 9 9 100 0.347 0.006
AG 14 11 78.57 0.252 0.031
CGA 13 12 92.31 0.293 0.007
CT 14 10 71.43 0.227 0.026
Total 80 69 87.374 0,286 0.030
Fuente: Autores.
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Los cebadores AG y CGA fueron los que obtu-
vieron el mayor nimero de bandas polimérfi-
cas con valores de 11 y 12, respectivamente.
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En la figura 1 se visualiza el patréon de ban-
das generado por el cebador AG.

Figura 1. Patron de bandas generadas por el cebador ISSR (AG),. M: marcador molecular; 12: Control.

Fuente: Autores.

La heterocigosidad estimada (He) estuvo com-
prendida entre 0.22 y 0.34 para los cebadores
CT y TG, respectivamente, donde el prome-
dio total para poblacién evaluada fue de 0.29.
Esto evidencia una moderada diversidad gené-
tica, indicando de esta manera la existencia de
una importante fuente de diversidad en citri-
cos que puede ser explotada en programas de
mejoramiento actuales y futuros. Un alto valor
de polimorfismo fue detectado con los siete
cebadores evaluados (87.37%), donde el ce-
bador TG fue el presentd el mayor porcentaje
de loci polimérficos (100), seguido por el

AG (92.31%).

considerados de gran utilidad para detectar
polimorfismo, no solo en citricos sino en espe-
cies relacionadas. El menor valor lo obtuvo CT
correspondiente al 71.43%.

Los resultados encontrados son similares a
los reportados por Munankarmi et al. (2018),
quienes, al evaluar la diversidad genética en
60 cultivares de lima acida (Citrus aurantifo-
lia (Christm.) Swingle) colectados en diferen-
tes localidades del este de Nepal, utilizando 21
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marcadores polimoérficos ISSR, encontraron
una moderada diversidad genética, con valo-
res de He que fluctuaron entre 0.173 y 0.215.

Por su parte Kumar et al. (2010), encontraron
una baja heterocigosidad estimada de 0,12 en
su estudio de diversidad de Citrus indica, con
marcadores moleculares ISSR, lo que indica
un bajo nivel de diversidad genética en esta
especie. Sin embargo, estos marcadores lo-
graron diferenciar el origen de cada uno de las
introducciones dentro de cada taxén con un
polimorfismo moderado (38-56%).

En contraste, Al-Nadabi et al. (2018), en su
estudio de diversidad genética de 27 cultiva-
res de citricos y seis accesiones silvestres con
marcadores AFLP, utilizando combinaciones de
cuatro pares de cebadores, encontraron que
todos los cultivares y accesiones de citricos
presentaron una baja diversidad genética (H
= 0.0281 a 0.1300), con porcentajes de loci
polimérficos que fluctuaron entre 8 y 35%.
Las poblaciones de las seis accesiones de ci-
tricos silvestres mostraron un nivel muy bajo
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de diversidad genética (<0 0700). Igualmente,
Martinez (2013) en su estudio de diversidad
genética y estructura poblacional de 111 ge-
notipos de Citrus spp. (99 individuos de man-
darinas, 5 Tangelos, 4 Naranjas, 1 toronja y
2 limas acidas), con ocho marcadores RAM’s
también conocidos como ISSR y 14 marca-
dores microsatélites, encontré una heteroci-
gosidad promedio esperada (He), para toda
la poblacién de 0.36, y un porcentaje de loci
polimdrficos del 96%, lo que indica una alta di-
versidad genética de los genotipos evaluados.
Segun Scarano (2003), la variabilidad genéti-
ca en los citricos esta relacionada con el alto
numero de unidades taxondmicas (especies e
hibridos), apomixis, alta compatibilidad sexual
entre los citricos con especies relacionadas y
la alta frecuencia de mutaciones.

Algunas hipétesis sobre el origen de los cultiva-
res de naranjas, toronjas y limones, argumen-
tan que estos se originaron a partir de plantu-
las nucleares; en consecuencia, la diversidad
genética en estos grupos es relativamente
baja (Luro et al., 2008). Por el contrario, en los
cultivares de mandarinas, pomelos y cidros se
encuentran altos niveles de diversidad gené-
tica, debido a que muchas de sus variedades
surgieron a través de la hibridacién sexual.
Para el caso de los grupos de los limones, me-
diante analisis isoenzimatico, se han reportado
bajas tasas de polimorfismo intraespecifico y
son relativamente homocigotos (Nicolosi et al.,
2007; Ollitrault et al., 2010).

El coeficiente de diferenciaciéon genética (F_),
obtenido al evaluar los 44 genotipos de citri-
cos pertenecientes a la coleccion de trabajo
de la Universidad de los Llanos, con siete mar-
cadores ISSR, fue de 0.03, con una desvia-
cién estandar de 0.0047, lo que indica poca

diferenciacién genética de acuerdo con Wright
(1978), donde los valores de F_, comprendidos
entre 0.0 y 0.05 muestran poca diferenciacion
genética (Tabla 3). Lo anterior puede también
puede explicarse por el flujo de genes entre las
especies evaluadas. La baja diferenciaciéon ge-
nética encontrada en C. sinensis, al igual que
en los géneros como Fortunella y Poncirus, se
debe a que cada una de sus numerosas formas
cultivadas ha sido propagada a partir de un
progenitor Unico por via asexual mediante in-
jertos, esquejes, acodos y embrionia nucelar,
lo que asegura el mantenimiento de la misma
constitucién genética en la descendencia que
forma una variedad horticola (cultivar) o clonal
(Webber, 1943).

En un estudio de diversidad genética con 51
introducciones de naranja (Citrus sinensis L.
Osbeck), Morillo et al. (2009) encontraron un
valor de F_, de 0.07, con una desviacion estan-
dar de 0.01, los cebadores que mayor apor-
te hicieron a la diferenciacidon genética fueron
CCA y CA, con un F_ de 0.11 para cada uno,
lo que indica poca diferenciacidon genética. Los
resultados se deben posiblemente a que las
naranjas tienen una estrecha base genética,
y que la variabilidad puede deberse a diversos
factores como la hibridacién, mutacion o tipo
de reproduccion.

Analisis cluster

El analisis clister basado en el coeficiente de
similitud de Nei-Li (1979) usando el método de
agrupamiento genético promedio (UPGMA) di-
ferencio los 44 genotipos de citricos en siete
grupos a un nivel de similitud del 42% (Figura
2). Se encontrd un coeficiente (r) de correla-
cion cofenética de 0.96, lo cual indica que el
dendrograma representa fielmente los valores
de la matriz de similitud.
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Como se puede observar en la figura 2, los
grupos 1 y 2 son los que concentran la ma-
yor cantidad de genotipos evaluados perte-
necientes a las variedades de Naranja Tan-
gelo (NT), Naranja Valencia (NV), Mandarina
Arrayana (MA) y Limdn Castilla (LC), donde
el grupo 1 conté con 16 genotipos, en tanto
que el grupo 2 con 21. Cabe resaltar que este
ultimo concentré la mayor cantidad de geno-
tipos de mandarina (C. reticulata). El resto
de grupos (G3 al G7) estuvieron represen-
tados por un bajo nimero de genotipos. Los
grupos 4 y 7 fueron los que se presentaron
un mayor valor de similitud correspondiente
al 60%.

En general, los agrupamientos no mostraron
una diferencia relevante entre las cuatro va-
riedades de citricos consideradas en este es-
tudio, lo cual es consistente con el valor de
Fst de 0.03 encontrado; sin embargo, la técni-
ca ISSR proporciond una informaciéon valiosa
sobre las relaciones genéticas entre las va-
riedades establecidas en la coleccidon. No se
observé un patron claro que diferencie a los
genotipos, es muy probable que eso se deba
a la utilizacién de una variedad comun para
la realizacion de los injertos, ya que los ge-
notipos incluidos en este estudio estaban in-
jertados sobre mandarino cleopatra (Citrus x
reshni. ex Tanaka), siendo este patron el mas
utilizado como portainjertos para especies
comerciales de mandarinas, naranjas y limas
acidas (Martinez, 2013).

En el dendrograma, los individuos pertene-
cientes a naranja, mandarina y limén, se
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distribuyen a lo largo de los siete grupos for-
mados, lo cual es el resultado de los diferen-
tes cruzamientos entre distintas especies de
citricos, principalmente cidros, mandarinas,
naranjo amargo, naranjo dulce, pummelos, y
micranthas. Carbonell-Caballero et al. (2015)
muestran que los genomas del cloroplasto
del género Citrus contienen una “memoria”
de la herencia paterna ademas de la mater-
na, lo cual ha permitido construir y reforzar
los conocimientos sobre las relaciones filo-
genéticas existentes dentro de este género.
De este modo se puede conocer el origen de
los principales grupos varietales de citricos
que se comercializan actualmente (Ibafiez et
al., 2015).

Algunos estudios basados en caracteres bio-
guimicos (Scora, 1975) y morfoldgicos (Ba-
rret y Rhodes, 1976) sugieren que la mayoria
de especies del género Citrus son probable-
mente hibridos directos o hibridos sucesi-
vos de tres especies ancestrales (C. medica
L. -cidro-, C. reticulata -mandarinas- y C.
maxima (Burm.) Merr. —zamboas-). Estudios
basados en diversidad morfolégica (Ollitrault
et al., 2003) y en metabolitos secundarios
(Fanciullino et al., 2006) confirmaron la im-
portancia de estas tres especies en el ori-
gen de la mayoria de citricos comestibles y
la contribucidn mayor de la diferenciacion
entre estas especies en la diversidad feno-
tipica global de los citricos. Ademas, C. mi-
crantha Wester (Papeda) es considerado un
ancestro de la lima mejicana (C. aurantifolia
(Christm.) Swing) (Federici et al., 1998; Ni-
colosi et al., 2000; Ollitrault et al., 2012).
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Cosfficient

Figura 2. Dendrograma de la estructura genética de 44 genotipos de citricos basado

en el coeficiente de Nei -Li y calculado de los datos combinados de siete marcadores ISSR.

Fuente: Autores.

En el Analisis de Correspondencia Multiple
(ACM), se corrobora nuevamente lo presenta-
do en el dendrograma. No se observo un pa-
tron claro que diferencie a los genotipos, ori-
ginando de esta forma dos grandes grupos (A
y B), conteniendo cada uno de ellos individuos
representantes de las cuatro variedades (MA,
NT, NV y LC) (Figura 3). Lo anterior, posible-
mente se deba a la presencia de alelos com-
partidos entre los individuos, asi como tam-
bién a un ancestro comun.

Lo anterior es consistente con lo encontrado por
Morillo et al. (2009), en su estudio de caracte-
rizacion molecular de 34 accesiones de naranja
Citrus sinensis L. Osbeck del Banco de Germo-
plasma Corpoica-Palmira (actualmente Agrosa-
via) con 19 marcadores microsatélites, donde
los agrupamientos no mostraron una marcada
diferenciacién en cuanto a la clasificacién de las
naranjas en blancas, navel y sanguinas.

Figura 3. Analisis de Correspondencia Multiple

(ACM) de 44 genotipos de Citrus spp. evaluados y
construido con los datos obtenidos de siete
marcadores ISSR.

Fuente: Autores.
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Al analizar las cuatro variedades se puede
observar que el Limén Castilla y la Naran-
ja Valencia fueron las que presentaron una
mayor similitud, lo que las permitié unirse
en un solo grupo (Figura 4). Esto confirma
las relaciones genéticas entre estas espe-
cies. Nicolosi et al. (2000) propuso que el li-
moén surgid del cruce directo entre el naranjo

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

amargo (C. aurantium) y un cidro (C. medi-
ca). Esta teoria fue apoyada por Gulsen y
Roose (2001) y Ollitrault et al. (2012). La
Mandarina Arrayana se agrupd con la Na-
ranja Tangelo. Este agrupamiento obedece a
que la Naranja Tangelo es producto del cru-
zamiento entre la mandarina (C. reticulata)
y el pomelo (C. paradisi).

2.000

1.000

0.000

1

Figura 4. Dendrograma obtenido con el método UPGMA usando el programa TFPGA para las cuatro varieda-

des de citricos establecidas en la coleccién de trabajo de la Universidad de los Llanos (Villavicencio, Meta).

1. Limon Castilla. 2. Mandarina Arrayana. 3. Naranja Tangelo. 4. Naranja Valencia.

Fuente: Autores.

Existen varias teorias acerca del origen de las
naranjas dulces donde algunos autores afir-
man que C. sinensis (L.) Osb., estd emparen-
tado con C. reticulata, pero muestran rasgos
introgresados en su genoma, procedentes del
ancestro Citrus maxima (Nicolosi, 2007 y Olli-
trault et al., 2012). La relacién mas cercana
con C. reticulata sugiere que los naranjos dul-
ces no son hibridos directos, sino que proba-
blemente sean hibridos retrocruzados de pri-
mera o segunda generacién con el genoma de
mandarina (Barrett y Rhodes, 1976; Nicolosi
et al., 2000). Roose et al. (2009) sugieren que
C. sinensis proviene de un retrocruce 1 (BC1)
[(C. maxima x C. reticulata) x C. reticulata)].
La publicacién de los genomas de referencia
nuclear (Xu et al., 2013; Wu et al., 2014) y
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cloroplastico (Bausher et al., 2006) de los ci-
tricos, permite realizar estudios mucho mas
detallados y profundos sobre el origen, la do-
mesticacién y las relaciones filogenéticas del
género Citrus.

El analisis de Varianza Molecular (AMOVA) rea-
lizado para las cuatro variedades evaluadas,
mostrd que el 99% de la variacién observada se
explica por el componente dentro de los grupos,
y el 1% se explica por la diferenciacién entre
los grupos (Tabla 4). Esto pone de evidencia la
necesidad de incrementar el nimero mayor de
individuos dentro de las variedades de citricos,
que presenten una amplia variabilidad genética,
con el fin de explotar el potencial genético exis-
tente, e identificar variantes alélicas que pueden
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generar nuevas combinaciones favorables para
las caracteristicas de importancia econdémica en
citricos. Ademas, el alto nivel de variacion a nivel

intraespecifico, podria ser utilizado para planear
estrategias de manejo y conservacion de este
importante recurso fitogenético.

Tabla 4. Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre y dentro

de los grupos utilizando siete cebadores ISSR.

., Suma de Cuadrado Componentes
Fuente de variacion Gl . . .. %
Cuadrados Medio de variacion
Entre grupos 3 52.801 17.6 0.227 1%
Dentro grupos 40 609.881 15.247 15.247 99%
Total 43 662.682 15.474 100%

Fuente: Autores

4. CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares son herramien-
tas poderosas para dilucidar la diversidad ge-
nética, determinar el parentesco y revelar las
relaciones filogenéticas entre las diferentes
especies de citricos. Mediante el analisis con
marcadores tipo ISSR se encontré una gran
similitud genética entre las variedades de na-
ranjas Tangelo y Valencia, mandarina Arrayana
y Limon Castilla de la coleccidn de la Universi-
dad de los Llanos y, por ende, una moderada
diversidad genética, que se podria aprovechar
en futuros trabajos de mejoramiento genético
de la especie, encaminados a la obtencion de
nuevas variedades de citricos de alta calidad y
rendimiento, que respondan a las necesidades
de los productores y demas actores de la ca-
dena productiva, ademas de optimizar la con-
servacion y uso de estos recursos genéticos
existentes, que son de gran importancia eco-
nomica en el departamento del Meta.

Igualmente, el entendimiento de la taxonomia,
las relaciones filogenéticas y la diversidad ge-
nética del género Citrus, permitird ampliar la
oferta de materiales para aumentar las zonas
de cultivo.
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RESUMEN
Contextualizacion: el término “sustrato” re-
fiere a todo el material poroso, que, asociado a
un contenedor, proporciona anclaje y suficien-
tes niveles de agua y oxigeno al desarrollo de
las plantas.

Vacio de conocimiento: la mayoria de los sus-
tratos se forman mezclando dos o mas mate-
riales en proporciones variables; sin embargo,
cuando algunos materiales se adjuntan a la for-
mulacién, suelen generar alteraciones que pue-
den ser desventajosas, segun de su aplicacion.

Propodsito del estudio: determinarlos efectos
del uso del suelo mineral en la caracterizacion
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quimica y fisica, cuando se utiliza como com-
ponente de formulaciones de sustratos para
las plantas.

Metodologia: se empled un argisol rojo dis-
trofico tipico, que se autoclavo, tamizé (malla
4,75 mm) y posteriormente se mezcld bajo di-
ferentes proporciones (0, 25, 50, 75 e 100%)
con turba de Sphagnum o polvo-de-coco (v/v).
Las mezclas se sometieron a la caracterizacion
fisica, quimica y bioldgica. Se empled el dise-
fo estadistico enteramente al azar, con tres
repeticiones por tratamiento. Los datos se so-
metieron al analisis de varianza y regresion
polinomial (P < 0,05).
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Resultados y conclusiones: Al afiadirse suelo
en la formulacion de los sustratos hubo disminu-
cion en la conductividad eléctrica y manutencion
del pH, ademas del aumento en las densidades
aparentes en base himeda y seca, y reduccion
en la porosidad total, espacio de aireacion, dis-
ponibilidad y capacidad de retenciéon de agua.
Ademas, se encontraron hongos y nematodos
en el suelo, que pueden ser patdgenos. Por lo
tanto, el empleo de suelo mineral como com-
ponente de sustrato, ademas de generar for-
mulaciones con caracteristicas de cultivo inade-
cuadas, pudiendo influenciar negativamente el
crecimiento y desarrollo vegetal, provoca dafos
ambientales debido a su extraccion, conllevando
a una produccion insostenible a largo plazo.

Palabras clave: caracteristicas fisicas; carac-
teristicas quimicas; invernadero; produccion
de plantas

ABSTRACT

Contextualization: Substrate means all po-
rous materials, which, associated with a contai-
ner, provides anchoring and sufficient levels of
water and oxygen for the development of plants.

Knowledge gap: Most substrates are formed
by mixing two or more materials in varying
proportions; however, when some materials
are incorporated to the formulation, they tend
to generate alterations, which can be disad-
vantageous, depending on their application.

Purpose: To determine the effects of the use
of mineral soil in the chemical and physical

characterization, when it is used as a compo-
nent of formulations of substrates for plants.

Methodology: A typical dystrophic red argi-
sol was used, which was autoclaved, sieved
(4.75 mm mesh) and subsequently mixed un-
der different proportions (0, 25, 50, 75 and
100%) with Sphagnum peat or coconut fiber (v
/ v). The mixtures were subjected to physical,
chemical and biological characterization. The
statistical design was completely randomized,
with three repetitions per treatment. The data
were added to the variance analysis and poly-
nomial regression (P <0.05).

Results and conclusions: When soil was
added in the formulation of the substrates,
there was a decrease in electrical conductivity
and pH maintenance, in addition to an increa-
se in apparent densities on wet and dry ba-
sis, and a reduction in total porosity, aeration
space, availability and capacity of water reten-
tion. In addition, fungi and nematodes were
found in the soil, which can be an inoculator
for pathogens. Therefore, the use of mineral
soil as a substrate component, in addition to
generating formulations with inadequate cul-
tivation characteristics that may have a ne-
gative influence on plant growth and develo-
pment, causes environmental damage due to
its extraction, leading to unsustainable long-
term production.

Keywords: physical characteristics; chemical
characteristics; greenhouse; plant production
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RESUMEN GRAFICO

Caracteristicas deseables:
Buena retencion de agua;
Alta porosidad;

Alta estabilidad estructural;

e e ol T

pH y salinidad adecuados.

Sustrato

Ausencia de patogenos y propagulos vegetales no deseados;

Mezcla de dos o mas materiales en proporciones variables, con el fin de lograr propiedades

fisicas, quimicas y biologicas deseables.

Solo mineral
Habitualmente usado debido a su disponibilidad y facil adquisicion.

Caracteristicas quimicas

Cambio en la conductividad
eléctrica y pH;

Aumento en

total y espacio de aireacion;

Caracteristicas fisicas

Disminucion de la porosidad

Caracteristicas biologicas

la densidad; Inoculador potencial de
patégenos y propagulos
vegetales indeseables en los

Disminucion disponibilidad de cultivos;
agua;
o e B e R -
| |
! No se recomienda el uso de suelo mineral como componente del sustrato. I
|
| |

Fuente: autores

1. INTRODUCCION

El actual desarrollo del cultivo de plantas en
contenedores e invernaderos ha ido aumentan-
do la demanda por tecnologias que optimicen la
produccion de plantas, buscando su estandari-
zacion y calidad (Ceccagno et al., 2019a). Los
avances tecnoldgicos en la eleccién de insumos
y manejo durante el cultivo son esenciales para
mantener condiciones favorables para el creci-
miento y desarrollo de las plantas (Caldeira et
al., 2008, Saidelles et al., 2009). En este senti-
do, para proporcionar un desarrollo 6ptimo de
la planta, es esencial utilizar sustratos con ca-
racteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas ade-
cuadas (Schafer et al., 2015).

Se entiende por sustrato para plantas el entor-
no donde se desarrollan las raices de las plan-
tas que crecen fuera del suelo in situ (Kampf,
2005), es decir, asociado a un contenedor. Por
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lo tanto, los sustratos son medios porosos que
proporcionan anclaje y niveles suficientes de
agua y oxigeno para un desarrollo 6ptimo de
las plantas (Vence, 2008). La condicién para el
desarrollo de plantas en contenedores es dife-
rente al observado en campo, principalmente
debido al espacio disponible para las raices, el
intercambio de gases y la dinamica del agua.
En consecuencia, para satisfacer las necesida-
des de las plantas, el sustrato debe tener dife-
rentes caracteristicas del suelo in situ (Kampf,
2005). Ademas, entre los requisitos, un sustra-
to debe tener buena retencion de agua; alta
porosidad; alta estabilidad estructural con fi-
bras resistentes a la descomposicidn; ausencia
de patdégenos y propagulos vegetales no de-
seados; potencial de hidrégeno (pH) y salinidad
adecuados; y disponibilidad en una escala que
cumpla a las demandas (Kampf, 2005).
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Es dificil encontrar un sustrato con un solo
componente que cumpla con las caracteris-
ticas deseables para el desarrollo 6ptimo de
un determinado cultivo. Como resultado, la
mayoria de los sustratos se forman mezclan-
do dos o mds materiales en proporciones va-
riables, con el fin de lograr propiedades fisi-
cas, quimicas y bioldogicas deseables (Kampf,
2005, Schafer et al., 2015). Por lo tanto, usar
un componente puro o usarlo en una mezcla
es una decisién que se toma con base en los
objetivos de uso y las caracteristicas de estos
componentes. Sin embargo, algunos materia-
les, incluso si presentan ciertas propiedades
satisfactorias, cuando se incorporan a las for-
mulaciones pueden causar cambios desventa-
josos, dependiendo de la aplicacién.

Cuando el suelo mineral, un componente que
todavia se usa con frecuencia debido a su dis-
ponibilidad y facil adquisicion, se incorpora a la
formulacién de sustratos, promueve la compac-
tacion durante todo el ciclo de cultivo, generan-
do caracteristicas no deseadas (Ludwig et al.,

2010). Sin embargo, la informacion es escasa
que presentan qué caracteristicas del sustrato
realmente cambian con la adicion de suelo mi-
neral en la formulacion de sustratos. Por lo tan-
to, el objetivo de este estudio fue determinar los
efectos del uso del suelo mineral en la caracte-
rizacidon quimica y fisica, cuando se utiliza como
componente del sustrato para las plantas.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en el Departamento de
Horticultura y Silvicultura de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Federal del Rio
Grande del Sur (UFRGS), en Porto Alegre, RS,
en 2018.

Los componentes de los sustratos utilizados
fueron turba de Sphagnum, polvo-de-coco (fi-
bra del mesocarpio triturada - Golden Mix tipo
PM) y un argisol rojo distrofico tipico (clase de
textura de arcilla arenosa, arena = 488 g kg';
arcilla = 265 g kg' y limo = 247 g kg'), cuyas
propiedades fisicas y quimicas se muestran en
la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros quimicos y fisicos de turba de Sphagnum,

polvo-de-coco y suelo mineral.

Turba de Sphagnum

Polvo-de-coco Suelo mineral

Conductividad eléctrica (mS cm™) 0,75 0,57 0,04
Potencial de hidréogeno (Ph) 4,73 5,32 4,76
Densidad humeda (kg m-3) 303,97 356,50 1.146,98
Densidad seca (kg m3) 96,10 85,71 996,04
Porosidad total (%) 93,45 91,80 62,48
Espacio de aireacion (%) 29,56 27,64 21,03
Agua asimilable (%) 34,59 34,97 20,09
Agua facilmente asimilable (%) 29,57 28,43 16,84
Agua de reserva (%) 5,66 6,54 3,25
Agua dificilmente disponible (%) 29,30 29,19 21,36
CRA 10 (%) 64,56 64,16 41,45
CRA 50 (%) 35,28 35,73 24,61
CRA 100 (%) 29,63 29,19 21,36

CRA = capacidad de retencion de agua.

Fuente: Autores.
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El suelo utilizado se recogid y luego se sometid
a autoclave (120 °Cy 1,2 atm, durante 1 hora,
en dos dias consecutivos) y se tamizd en una
malla de 4,75 mm. Las composiciones del sus-
trato consistieron en mezclas de suelo mineral
(SM) con turba de Sphagnum (TS) o polvo-de-
coco (PC), en las proporciones 0, 25, 50, 75 y
100% (v/v) de suelo mineral en relacidon con
cada uno de los otros dos materiales, que se
consideran componentes basicos. Todas las
mezclas se caracterizaron por sus propiedades
quimicas vy fisicas.

En el andlisis quimico, se consideraron las eva-
luaciones de conductividad eléctrica y potencial
de hidrégeno (pH), en una dilucién sustrato-
agua de proporcién 1:5 (v/v), de acuerdo con la
Instruccion Normativa n® 17, del 21 de mayo de
2007, del Ministerio de Agricultura, Pecuaria y
Abastecimiento de Brasil (MAPA, 2007).

En la caracterizacion fisica se determinaron
las densidades humeda y seca, por el método
de auto compactacién (Hoffmann, 1970). Las
determinaciones de porosidad total, espacio
de aireacion, agua asimilable, agua facilmente
asimilable, agua de reserva, agua dificilmente
disponible y capacidad de retencion de agua
fueron realizados bajo tensiones de 0, 10, 50
y 100 hPa, utilizando embudos de tension, de
acuerdo con los principios de De Boodt y Ver-
donck (1972), que consiste en las mediciones
de las variables del contenido hidrico volumé-
trico en funcién de la tensién aplicada, resul-
tando en los parametros que relacionan volu-
menes relativos de agua y aire. Segun estos
autores, la porosidad total corresponde a la
humedad presente en las muestras saturadas
(0 hPa); el espacio de aireacion se refiere al
volumen de agua retenido entre las tensiones
de 0 y 10 hPa; el agua asimilable se refiere al
volumen de agua entre 10 y 100 hPa; el agua
facilmente asimilable, entre 10 y 50 hPa; el
agua de reserva, entre 50 y 100 hPa; y agua
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dificilmente disponible corresponde al volumen
de agua que queda en el material después de
haber sido sometido a una tensién de 100 hPa.

Los tratamientos se organizaron en un disefio
completamente al azar, con 10 composiciones
de sustrato (100%TS+0%SM; 75%TS+25%SM;
50%TS+50%SM;25%TS+75%SM;
0%TS+100%SM;100%PC+0%SM;
75%PC+25%SM;50%PC+50%SM;
25%PC+75%SM y 0%PC+100%SM), y los ana-
lisis se realizaron por triplicado. Los datos se
sometieron a las pruebas de Shapiro-Wilk y
Bartlett para verificar la normalidad y la homo-
geneidad de las variaciones, respectivamente.
Después de cumplir con estos presupuestos,
se sometieron a un analisis de varianza (ANO-
VA) un factor, seguido de comparacion de me-
dias (test de Fisher LSD - Least Significant Di-
fference) y de una regresion polindmica (P <
0,05), con la ayuda de los programas estadis-
ticos Costat 6.4 y SigmaPlot 11.0. Las regre-
siones fueron validadas mediante ANOVA de
cada modelo probado; sin embargo, los datos
de agua facilmente asimilable para mezclas
entre el suelo y el polvo-de-coco se transfor-
maron a 1/x, para adaptarse a la distribucién
normal de los residuos.

Ademas, se envié una muestra de suelo (sin
pasar por el proceso de esterilizacion en auto-
clave) al Laboratorio de Diagnostico y Consulto-
ria Fitosanitaria - Agrondmica, para el analisis
bioldgico de cultivos, en medios de cultivo BDA
y Agua-Agar por dilucién en serie, siguiendo
metodologia descrita por Alfenas et al. (2016).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del andlisis de la caracterizacion qui-
mica vy fisica de las formulaciones de los sus-
tratos analizados, se observé que la adicién de
suelo mineral a los materiales polvo-de-coco y
turba de Sphagnum influyd significativamente
en todos los parametros evaluados (Tabla 2).
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Los resultados del analisis de regresion mos-
traron una disminucién en la conductividad
eléctrica con la adicién de suelo mineral en la
formulacién (Figura 1). En cualquier caso, este
resultado no debe considerarse inapropia-
do, ya que los bajos valores de conductividad
eléctrica facilitan el ajuste de la fertilizacién
mediante la incorporacién de aditivos, o me-
diante fertirrigacion, adaptando las formula-

Con respecto al potencial de hidrégeno (pH)
para las mezclas entre el suelo mineral y pol-
vo-de-coco, el analisis de regresién no fue sig-
nificativo (P = 0,083), con un valor promedio
de 5,41; sin embargo, cuando el suelo se mez-
clé con turba de Sphagnum, hubo un ligero
cambio en el pH, cuyos datos resultaron en
una tendencia cuadratica negativa, con valo-
res que van desde 4,7 a 4,9.

ciones segun las necesidades de cada cultivo.

Tabla 2. Analisis de varianza y comparacion de medias de los parametros quimicos y fisicos de sustratos
formulados por distintas proporciones de turba de Sphagnum y polvo-de-coco mezclados a suelo mineral.

s o Gp Ge BB B WS WL e
cm?) m3) m3) (%) (%) (%)
Valor P < 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,011 <0,001<0,001<0,001 <0,001 <0,001< 0,001
Media = 0,059 4,80 776,2 = 596,3 78,2 20,7 31,6 26,9 4,8 25,9 57,5 30,7 25,9
CV (%) 5,85 0,50 1,29 1,46 1,57 4,40 Hok 4,51 3,67 2,58 2,03 2,06 2,58
Suelo
X TS 0% 0,0752  4,73c  304,1e 96,1e 93,5a 29,6a 34,6a 289 @ 5,7a 29,3b | 64,6a 353a 29,6a
25% 0,056b = 4,862 563,5d 358,8d 89,0b 229b 356a 30,2a 54a 30,6a 652a 353a 30,3a
50% 0,057b 4,862 @ 817,3c | 626,5c | 77,8¢ 18,5c | 32,5b  27,7c 4,9b 26,8c  59,3b  31,6b 26,8b
75% 0,056b 4,80b 1023,8b 864,5b 69,4d 16,3d  29,8c = 25,7d 4,1c 23,3d | 53,1c | 27,4c  23,3c
100% | 0,052b 4,77bc 1172,7a 1035,6a 61,4e 16,1d = 25,7d 21,8e  3,8c 19,5e = 45,2d  23,4d | 19,5d
Valor P < 0,001 0,022 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001<0,001<0,001 0,016 <0,001 <0,001 0,017 <0,001
Media = 0,263 5,41 781,6 557,7 79,3 22,7 27,7 22,1 5,6 27,8 55,9 33,8 27,8
CV (%) 1,69 xk 1,10 1,29 2,29 5,56 565 9,00 Hox 2,15 3,04 xok 2,15
Suelo oo, 0,570a 5,32bc  356,5e 85,7e 91,8a 27,7a 35,0ab 28,4a 6,5b @ 29,2b 64,2b 35/7b | 29,2b
xpe 25% 0,338b 5,47b | 606,4d 357,8d 874b 19,7b  37,0a 28,4a 8,62 30,7ab 67,7a 39,3a 30,7ab
50% 0,260c = 5,31bc 826,4c 586,2c  80,7c 16,7c | 32,4b | 25,5a 6,9ab 31,7a 64,1b 38,6ab 31,7a
75% 0,114d | 5,24c 997,5b  802,2b = 73,0d 27,2a | 19,4c 16,1b 3,4c 26,4c  45,8c  29,7c  26,4c
100%  0,034e = 5,72a 1121,2a 956,5a 63,6e 25,9a | 14,5d 11,8c 2,7¢c 23,2d  37,7d | 25,9d @ 23,2d

TS = turba de Sphagnum; PC = polvo-de-coco; CE = conductividad eléctrica; pH = potencial de hidrégeno;
DH = densidad humeda; DS = densidad seca; PT = porosidad total; EA = espacio de aireacion;

AA = agua asimilable; AFA = agua facilmente asimilable; AR = agua de reserva; ADD = agua dificilmente disponi-
ble; CRA = capacidad de retencion de agua; CV = coeficiente de variacion; ** Analisis no paramétrica por el test de
Kruskall-Wallis. Los promedios seguidos por la misma letra en la columna no difieren entre si por el test de Fisher
LSD (Least Significant Difference) al 5% de probabilidad de error

Fuente: Autores.
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Figura 1. Conductividad elétrica de sustratos formulados por diferentes proporciones de turba de Sphagnum

(TS) y polvo-de-coco (PC) mezclados a suelo mineral. ** = P < 0,01; ns = no significativo.

Fuente: autores.

Es importante el uso de sustratos con valores
de pH dentro del rango recomendado para for-
mulaciones con predominio de materia organi-
ca (entre 5,0 y 5,8) o suelo mineral (entre 6,0 y
6,5), ya que esto influye en la disponibilidad de
nutrientes y presenta un efecto directo sobre
los procesos fisiolégicos de las plantas (Kam-
pf, 2005). Hay varias formas de cambiar el pH
de los sustratos y, durante el periodo de cul-
tivo, los principales factores que causan estos
cambios son la alcalinidad del agua de riego
y/o la fertilizacion utilizada (Ceccagno et al.,
2019ab). Ademas, la mezcla de componentes
originalmente acidos o alcalinos a las formu-
laciones, antes de llenar los envases, también
puede promover cambios en los valores de pH.

La mayoria de los materiales que se usan ac-
tualmente como sustrato para la produccion de
plantas tienen un pH alcalino, lo que hace que
el manejo sea dificil y costoso debido a la nece-
sidad de usar fertilizantes a base de acido o la
aplicacion de acidificantes (Schafer et al., 2015).
El hecho de que el suelo mineral tenga natural-
mente un pH acido es lo que intensifica el uso de
los elementos mencionados anteriormente en la
mayoria de los viveros medianos y pequefios; sin
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embargo, hay materiales que tienen un pH acido
y que pueden usarse para reemplazar el suelo
mineral, como las aciculas de Pinus sp., que, se-
gun Ceccagno et al. (2019ab), son un desecho
con el potencial de ser utilizado como acondicio-
nador para sustratos alcalinos, debido a que sus
caracteristicas quimicas, fisicas y bioldgicas lo
convierten en un insumo favorable para el desa-
rrollo de nuevos medios de cultivo. Por lo tanto,
de manera similar a lo que se mencioné para los
resultados de conductividad eléctrica, la influen-
cia de la adicion de suelo mineral a los sustratos
organicos probados tampoco fue desventajosa
con respecto al pH resultante de la mezcla.

En relacidon con las caracteristicas fisicas, el
uso del suelo promovié aumento significativo
en las densidades humeda y seca, al tiempo
que disminuyo los valores de porosidad total
y espacio de aireacién (Figura 2). Para la den-
sidad, hubo una tendencia lineal creciente y
su aumento fue directamente proporcional a la
proporcion de suelo en las mezclas, alcanzan-
do valores promedios de 1.190,74 y 1.034,06
kg m3 para las densidades humeda y seca,
respectivamente, cuando el suelo se utilizd de
forma aislada (100% del suelo) (Figura 2A).
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Figura 2. Densidad humeda (DH) y seca (DS) (A), porosidad total (B) y espacio de aireacion (C) de sustratos

formulados por diferentes proporciones de turba de Sphagnum (TS) y polvo-de-coco (PC) mezclados a suelo

mineral. ** = P < 0,01; ns = no significativo.

Fuente: autores.

La densidad expresa la relacién entre la masa
y el volumen de un sustrato. Kadmpf (2005) se-
flala que los valores de referencia para la den-
sidad en seco deben tener en cuenta la altura
y el volumen del contenedor de cultivo, y se
recomienda el uso de formulaciones de hasta
400 kg m-3 para contenedores de hasta 15 cm
altura. Por lo tanto, el uso de suelo en propor-
ciones superiores al 25% en las mezclas no es
adecuado para este tipo de contenedor. Ade-
mas, cuanto mayor es la densidad, mas dificil
es crecer en el contenedor, ya sea debido a las

limitaciones de crecimiento de las plantas o la
dificultad para transportar macetas o bande-
jas. Esto indica que el uso de suelo mineral en
la composicidn de sustratos puede dificultar el
manejo en el vivero y/o limitar el crecimiento
del sistema de raices, ya que, a medida que
aumenta la proporcién de este componente en
la mezcla, hubo un aumento en la densidad de
las formulaciones.

En un estudio de Ludwig et al. (2010), se
evidencié que la presencia de suelo en la
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formulacion de los sustratos probados para
el cultivo de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook
(gerbera) resulté en un aumento en la densi-
dad de las mezclas, lo que dificultd el creci-
miento de las raices, especialmente en con-
tenedores pequefios. Como resultado, hubo
una limitacion en el crecimiento de las plan-
tas, principalmente debido a las caracteristi-
cas quimicas y fisicas inadecuadas que pre-
sentaban estos sustratos.

El aumento en la densidad de los sustratos
promueve una disminucidon en la porosidad
total y en el espacio de aireacion, debido al
aumento en la cantidad de particulas que
ocupan el espacio poroso del medio en un
volumen dado. Esto explica los resultados
obtenidos para estos dos parametros en el
presente estudio, donde hubo una disminu-
cién proporcional al aumento en el porcen-
taje de suelo mineral mezclado con polvo-
de-coco y turba Sphagnum para la porosidad
total (Figura 2B), y de suelo con turba de
Sphagnum para el espacio de aireacion (Fi-
gura 20).

Los sustratos son medios porosos, formados
por sdlidos y poros llenos de aire y agua. Los
poros son responsables del intercambio de
gases entre el sustrato y la atmdsfera, asi
como también de determinar los movimientos
del agua en el recipiente y su drenaje (Mag-
gioni et al., 2014). Por lo tanto, los sustratos
deben ser suficientemente porosos para per-
mitir un intercambio de gases eficiente, evi-
tando la falta de aireacion para respirar las
raices y para la actividad de los microorga-
nismos en el medio ambiente (Kampf, 2005).
Asi que, la adicién de suelo en proporciones
superiores al 25% condiciond las mezclas a
valores que pueden causar poros insuficien-
tes para el crecimiento adecuado de las plan-
tas en contenedores.
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Con respecto al espacio de aireacién para las
mezclas entre la turba de Sphagnum vy el sue-
lo, hubo una disminucién, que varié de 27,35
% a 14,05 %, a medida que aumentd el por-
centaje de suelo (Figura 2C). Se verifica, por
lo tanto, que el uso del suelo ademas de influir
negativamente en la porosidad total, también
tiene un efecto desfavorable en la aireacion de
las formulaciones, lo que genera sustratos con
baja capacidad de drenaje.

Los sustratos con valores apropiados de poro-
sidad total, capacidad de retencién de agua y
aireacion dan como resultado plantulas de me-
jor calidad (Mesquita et al., 2012). En un estu-
dio con la produccidn de plantulas de Ocimum
basilicum L. (albahaca), se encontré un me-
jor rendimiento de la planta cuando se usaron
sustratos con mayor retencion de humedad y
baja densidad, lo que proporciond condiciones
adecuadas para la aireacién y la disponibilidad
de agua (Maggioni et al., 2014).

La determinacion de las caracteristicas de dis-
ponibilidad de agua en los sustratos proporciona
informacion sobre el volumen de agua disponi-
ble para las plantas dentro de cada rango de
estrés (Fermino, 2014). Segun De Boodt y Ver-
donck (1972), el agua asimilable se refiere al vo-
lumen de agua liberada entre 10 hPa y 100 hPa
de tension, que es la suma del agua facilmente
asimilable (tensiones entre 10 hPa y 50 hPa) y el
agua de reserva (tensiones entre 50 hPa y 100
hPa). El agua restante (agua dificilmente dispo-
nible) es el contenido volumétrico que permane-
ce en el sustrato después de aplicar la tension
de 100 hPa. En el presente estudio, la adicion
de suelo mineral caus6 una disminucién con el
aumento de la proporcién de suelo mineral en la
formulacion de sustratos para el agua asimilable
(figura 3A), agua facilmente asimilable (Figura
3B), agua de reserva (Figura 3C) y agua dificil-
mente disponible (Figura 3D).
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Figura 3. Agua asimilable (A), agua facilmente asimilable (B), agua de reserva (C) y agua dificilmente
disponible (D) de sustratos formulados por diferentes proporciones de turba de Sphagnum (TS)
y polvo-de-coco (PC) mezclados a suelo mineral. ** = P < 0,01.

Fuente: autores.

El aumento en la proporcidén de suelo, inde-
pendientemente del material estandar utilizado
(turba de Sphagnum o polvo-de-coco), también
causo6 una disminucién en la capacidad de re-
tencién de agua (Figura 4), ensefiando una de-
ficiencia de estos para el cultivo de plantas en
contenedores, debido a su baja capacidad de
almacenamiento de agua. Esto tiene un impacto

directo en la gestion del riego durante el cul-
tivo, ya que las caracteristicas del material,
en relacion con su capacidad de retencién de
agua, determinan la necesidad de riego (Scha-
fer et al., 2015), que en este caso condiciona
los sistemas de riego con alta frecuencia, esto
hacenecesario aumentar el nimero de ciclos de
riego y disminuir el volumen aplicado.
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Figura 4. Capacidad de retencién de agua de sustratos formulados por diferentes proporciones de turba
de Sphagnum (TS) (A) y polvo-de-coco (PC) (B) mezclados a suelo mineral. ** = P < 0,01.

Fuente: autores.

La capacidad superior de retencién de agua de
la turba de Sphagnum vy el polvo-de-coco, cuan-
do se analiza sin la adicién de suelo mineral, in-
dica sustratos con condiciones favorables para
el desarrollo de plantas en contenedores. Esto
se debe a que la capacidad de retencion de agua
esta directamente relacionada con la capacidad
de las particulas del sustrato para retener y li-
berar agua, y proporcionar informacion sobre el
volumen de agua disponible para las plantas a
ciertas tensiones (Fernandes et al., 2012).

La produccién de plantulas de calidad esta di-
rectamente relacionada con las caracteristicas
de los sustratos, como la aireacién, el drenaje,
la retencion de agua y la disponibilidad de nu-
trientes (Maggioni et al.,, 2014). La adicion de
suelo en diferentes proporciones con turba de
Sphagnum y polvo-de-coco, ya que proporciond
un aumento significativo en la densidad, promo-
vié cambios en otras propiedades fisicas de las
mezclas (reduccién de la porosidad total, espa-
cio de aireacion y disponibilidad de agua), que
se refleja negativamente en la aireacion, drena-
je y retencién de agua. Respecto a la densidad,
se debe considerar el costo de transportar las
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plantulas al sitio de plantacion. Para las plantu-
las forestales, por ejemplo, la distancia entre el
vivero y las areas de plantacion puede represen-
tar decenas o cientos de kildbmetros. En estos
casos, un pequefio porcentaje de diferencia en
la densidad puede representar un costo enorme
en el transporte de estas plantulas, ya que la
forma de transporte predominante, en la gran
mayoria de los casos, es por carretera, cuya
limitacion de carga se debe a la capacidad de
peso de cada eje del vehiculo.

En muchos estudios, parece que el uso de ma-
teriales de composicion organica, como el es-
tiércol de ganado, mezclado con suelo mineral,
proporciona resultados superiores en el cre-
cimiento y desarrollo de las plantulas (Braga
Janior et al., 2010, Aradjo y Sobrinho, 2011,
Macedo et al., 2011, Silva et al., 2014, Cruz et
al., 2016, Alves et al., 2018). Segun Araujo y
Sobrinho (2011), el uso de materia organica
mezclada con el suelo es una practica comun,
porque ademas de proporcionar nutrientes a
las plantas, también proporciona una mayor
retencion de agua y mejora la aireacion del
suelo para el desarrollo de las raices de las
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plantas. El hecho de que la materia organica
mejore estas caracteristicas lleva a la reco-
mendacidn de utilizar el suelo en contenedores
de manera inadecuada, porque, a menudo, la
adiciéon de un componente que favorece quimi-
camente el desarrollo de las plantas hace que
los resultados se malinterpreten.

La formulacién de sustratos con componen-
tes faciles de adquirir, como el suelo mineral,
puede reducir el costo final de las plantulas.
Sin embargo, el uso de este material, ademas
de generar condiciones fisicas desfavorables,
puede convertirse en un inoculador potencial
de patégenos y propagulos vegetales inde-
seables en los cultivos, como se observd en
el presente estudio. Con base en el analisis
bioldgico del suelo mineral utilizado en este
estudio, fue posible observar la presencia de
hongos del género Fusarium, Penicillium y Rhi-
zopus, ademas de Meloidogyne y nematodos
de vida libre. En este sentido, para evitar pro-
blemas fitosanitarios, y con base en la Instruc-
cion Normativa n© 48, del 24 de septiembre de
2013, se prohibid el uso de suelo mineral como
componente del sustrato para la produccion
de plantulas de citricos (MAPA, 2013).

Una alternativa a este problema es el uso de
residuos como sustrato, reemplazando el uso
del suelo. Entre los materiales que se pueden
utilizar para la produccion de plantulas en con-
tenedores, se destacan la vermiculita, el com-
post organico, el estiércol de ganado, el aserrin,
el bagazo de cafia de azucar, las aciculas de
Pinus, el vermicompost, el compuesto de de-
sechos solidos, entre otros (Kampf, 2005, Fon-
seca et al., 2019, Watthier et al., 2019). El uso
de residuos permite la obtencion de materiales
alternativos, de facil y constante disponibilidad
a bajo costo, ademas de ayudar a minimizar la
contaminacién resultante de la acumulacion de
estos residuos en el medio ambiente.

Sin embargo, incluso con tantas opciones de
residuos, el uso del suelo en la formulacion
de sustratos en viveros pequefios y grandes,
especialmente aquellos para la produccion de
plantulas de especies forestales nativas, sigue
siendo significativo, con la formulacion realiza-
da sin una base técnica, mezclando materiales
organicos, de buena calidad fisica, con gran-
des proporciones de suelo mineral.

Hay muchos trabajos publicados en revistas
cientificas que recomiendan el uso del suelo
en la formulacidn de sustratos para la pro-
duccion de plantas en pequefios contenedo-
res. Se observa, en estos casos, la composi-
cion de mezclas con materiales utilizados al
azar, sin criterios técnicos relacionados con el
uso del sustrato, el recipiente y el régimen hi-
drico. Como resultado, las propiedades fisicas
importantes, como la densidad, la porosidad
total y la capacidad del contenedor se ven
afectadas. Ademas, la formulacion de sustra-
tos al mezclar componentes organicos de ca-
racteristicas fisicas adecuadas, con grandes
proporciones de suelo mineral, hace que las
caracteristicas del producto final, en la ma-
yoria de los casos, sean inferiores a las de
los componentes organicos originales, utiliza-
dos de forma aislada. Sin embargo, ademas
de generar sustratos con caracteristicas de
cultivo deficientes, que pueden influir negati-
vamente en el crecimiento y el desarrollo de
las plantas, el uso sin restricciones del suelo
mineral, incluso en pequefias proporciones,
puede causar dafios ambientales debido a su
extraccion, ademas de conducir a la produc-
cién de plantas a una condicién insostenible
a largo plazo. En vista del hecho de que to-
das las caracteristicas fisicas se vieron nega-
tivamente afectadas con la adiciéon de suelo
mineral como componente del sustrato, no
se recomienda agregarlo a la produccion de
plantas en contenedores.
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4. CONCLUSIONES

El uso del suelo mineral como componente del
sustrato para las plantas cambid las caracteris-
ticas quimicas vy fisicas de la mezcla. Hubo una
disminucion en la conductividad eléctrica, pero
el pH se mantuvo estable a valores dentro del
rango considerado adecuado por la literatura.

Las densidades humedas y secas se vieron
afectadas por la presencia del suelo, mientras
que los valores de porosidad total, espacio de
aireacién, disponibilidad y capacidad de reten-
cion de agua disminuyeron.

No se recomienda el uso de suelo mineral
como componente del sustrato.
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RESUMEN

Contextualizacion: la diarrea neonatal es una
patologia comun en terneros, causa alta mortali-
dad y disminucién de la productividad ganadera.

Vacio de investigacion: una propuesta para
su control es inmunizar las madres contra en-
teropatdgenos, sobre lo cual no se ha realiza-
do suficiente investigacion en Colombia.

Propodsito del estudio: el objetivo del pre-
sente trabajo fue determinar indicadores de
inmunidad pasiva en neonatos bovinos, na-
cidos de vacas vacunadas con una bacterina
comercial contra neumoenteritis en el Gltimo
tercio de la gestacion.

Metodologia: veintiin vacas gestantes mes-
tizas fueron distribuidas en tres grupos: T1,
control; T2, aplicacidon de una dosis del bioldgi-
co 30 dias preparto y T3 aplicacién de dos do-
sis a los 30 y 15 preparto; y un cuarto grupo,
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T4, para evaluar inmunidad activa, fue confor-
mado por neonatos vacunados a las 24 horas
de vida. El periodo experimental para las va-
cas comprendié entre 30 dias preparto hasta
el parto; para los terneros entre 24 y 72 horas
posteriores al nacimiento. En las crias, se ana-
lizaron indicadores del metabolismo proteico e
inmunoglobulinas (Ig).

Resultados y conclusiones: en las vacas,
se analizé la calidad del calostro, cinco indi-
cadores del metabolismo proteico y el cortisol
como modulador inmune. Estos no presenta-
ron diferencias estadisticas significativas en-
tre tratamientos, excepto AST en el T3. En los
neonatos la IgA e IgG no presentaron diferen-
cias significativas ni para tratamientos ni para
tiempo. Tanto la IgM como la albamina presen-
taron significancia entre tratamientos, mien-
tras que globulinas y proteinas totales lo hicie-
ron solo para el efecto tiempo. No se evidencié
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efecto de la bacterina, ni se encontré falla en
la transferencia de inmunidad pasiva.

Palabras clave: calostro; inmunoglobulinas;
neumoenteritis; terneros; vacunacion

ABSTRACT

Contextualization: Neonatal diarrhea is a
common pathology in calves, causing high
mortality and decreased livestock productivity.

Knowledge gap: A proposed option for their
control is the immunization of dams against
enteropathogens, which has not had enough
research in Colombia.

Purpose: The objective of this work was to
determine indicators of passive immunity in
bovine neonates, born of cows vaccinated with
commercial bacterin against pneumoenteritis
applied in the last third of gestation.

Methodology: Twenty-one crossbred preg-
nant cows were distributed in three groups: T1,
control; T2, application of a dose of the biolo-
gical 30 days prepartum, and T3 application

of two doses at 30 and 15 days prepartum;
and a fourth group, T4, for active immunity
determination, of neonates vaccinated with
bacterin at 24 hours of life. The experimental
period for cows ranging from 30 days ante-
partum until calving, calves between 24 and
72 hours after birth.

Results and conclusions: In the calves, in-
dicators of protein metabolism and immunog-
lobulins (Ig) were analyzed. Colostrum quality,
five indicators of protein metabolism and cor-
tisol as an immune modulator were analyzed
in cows, they did not present significant statis-
tical differences between treatments, with the
exception of T3 in AST. In neonates IgA and
IgG had no significant differences between
treatments or for time. IgM and albumin had
significant differences for treatments or time,
while globulins and total proteins only for time.
No effect of bacterin applications was eviden-
ced and no failure was found in the transfer of
passive immunity.

Keywords: calves; colostrum; immunoglobu-
lins; vaccination

RESUMEN GRAFICO

MADRES

g T3 T2
g DOS DOSIS T1
_ 2 8 DOSIS UNICA CONTROL
g5/ (8¢ VACUNA VACUNA
RENEE
[
=25 ¢
g m >
> 5' =
> g
7 30y15

| Dias preparto en la aplicacion de la bacterina |

Diagrama de los procesos
realizados en madres y
neonatos; la aplicacién
del proceso experimental
y las determinaciones
analiticas realizadas. No
> se encontro diferencia
estadistica en los
tratamientos efectuados.
Los resultados indican
que el calostraje

es adecuado y los
indicadores metabdlicos
y de inmunidad se
encuentran en los
marcos de referencia.

PROTEINA

TOTAL
ALBUMINA
GLOBULINAS

wmwoo>ﬁ—oz-|

AST
ALT
CORTISOL

7

L &

Vacuna 24 horas de nacidos

|mon—:—om>—img

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 2: 99 - 113, enero - junio 2021, ISSN: 2145-6453




1. INTRODUCCION

Una de las principales causas de pérdidas
econémicas en bovinos es la alta mortali-
dad neonatal, ocasionada principalmente
por diarreas de diverso origen y potenciadas
por fallas en la transferencia de inmunidad
pasiva (FTIP), lo que origina problemas de
rentabilidad, salud publica y de bienestar
animal porque ocasionan mayores niveles de
morbilidad y mortalidad, largos periodos de
cria y mayor uso de antimicrobianos en esta
fase de vida (Al-Alo et al., 2018). Se indica
que la diarrea neonatal es la patologia mas
comun que se presenta en los terneros de
menos de 15 dias de edad y causa una im-
portante de disminucién de la productividad
en la industria ganadera. Los terneros na-
cen sin anticuerpos para su protecciéon, por
lo cual dependen de la trasferencia materna
de las inmunoglobulinas (Ig) presentes en el
calostro, proceso conocido como transferen-
cia de inmunidad pasiva (TIP) (Godden et al.,
2019). Sin embargo, los factores maternos
asociados con la calidad de la sintesis de Ig
inciden en la calidad de estas, siendo nece-
sario conocer a través de indicadores meta-
bdlicos algunas posibles causas que afecten
al calostro (Sordillo et al., 2009; Mulder et
al., 2018).

En Colombia, las altas tasas de morbimor-
talidad asociadas a diarrea neonatal os-
cilan entre un 26,1% y 48% en la fase de
cria (Pardo & Oliver, 2012). En un estudio de
caso se informa una morbilidad del 94,9%
originada en al menos cinco diferentes agen-
tes etioldgicos (Cadavid et al., 2014), lo cual
indica su importancia para el pais. Por otra
parte, se menciona que la diarrea neonatal
es ocasionada por una infeccion combina-
da de diferentes enteropatégenos Sherwin
y Down (2018), o por un solo agente, entre
los cuales estan la Escherichia coli entero-
toxigénica cepa F5 (K99) y F41 y la E. Coli

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 2: 99 - 113, enero - junio 2021, ISSN: 2145-6453

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

Veteroxigénica (0157:H7) y otros tales como
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium
muris, Campylobacter jejuni, Campylobac-
ter fecalis, Giardia spp., Salmonella enterica,
Serovar Dublin y serovar Typhimurium, que
infectan las células epiteliales del intestino
ocasionando diarrea. Esto, a su vez, dismi-
nuye la absorcion de nutrientes esenciales,
lleva a pérdida de peso, deshidratacion y
muerte (Athanasiou et al., 2019; Téthova et
al., 2017; Cadavid et al., 2014).

La inmunidad pasiva se logra de distintas
maneras: principalmente, mediante el uso
de vacunas que buscan generar memoria
inmune para que el sistema inmunitario del
animal vacunado, ante un nuevo desafio con
el agente o agentes contenidos en la vacu-
na desarrolle una respuesta inmunoldgica
rapida, especifica y de un nivel y duracion
adecuado que lo proteja adecuadamente
(Gamietea, 2019); cuando un neonato bovino
consume calostro de calidad y en cantidad,
de tal manera que se transfieran inmunoglo-
bulinas que le protegen contra los patdgenos
(Abdullahoglu et al., 2019); y la otra posibi-
lidad es que sufra la infeccidén en si. Igual-
mente, se conoce que la respuesta inmune
mediada por células en animales alimenta-
dos con calostro materno que contenia leu-
cocitos, fue significativamente mayor cuan-
do las madres habian sido vacunadas con un
antigeno especifico, que cuando no lo habian
sido (Godden et al., 2019).

Para asegurar la 6ptima calidad del calostro
(>10 mg/mL de IgG) producido por las va-
cas (Lago et al., 2018), ademas de la con-
dicién nutricional y el estado sanitario de
estas, se recomienda la vacunacidon durante
la gestacion; se considera que la inmuniza-
cién aumenta la produccién y el paso de an-
ticuerpos maternos al calostro (Abdullahoglu
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et al., 2019). Asimismo, se ha demostrado
que la proteccién inmune que producen las
vacas mediante la aplicacion de bacterinas
que contienen cepas atenuadas de E. Coli se
transmite eficientemente a los terneros me-
diante el consumo de calostro en las prime-
ras horas de vida (Godden et al., 2019). Por
esto se ha propuesto que al secado las vacas
sean vacunadas con un bioldgico polivalente
gue genere anticuerpos maternos que seran
transmitidos mediante el calostro a la cria
(Sherwin & Down, 2018).

El objetivo principal de este estudio fue cono-
cer el comportamiento de los indicadores de
inmunidad pasiva o activa en terneros que to-
maron calostro en las primeras horas de vida,
nacidos de madres inoculadas con una bacte-
rina comercial multiple contra neumoenteritis
y en neonatos vacunados pero nacidos de ma-
dres que no recibieron la vacuna, en estas se
analizaron los metabolitos séricos asociados
con su respuesta.

2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion: la investigacion se realiz6 en
un sistema comercial de producciéon lechera
de tipo semiintensivo, ubicado en trdpico bajo
(3°49'N, 76°23'W), ubicado en una formacion
ecologica de Bosque Seco Tropical (BS-T), con
altitud de 950 msnm, temperatura promedio
de 26 °C, y precipitacion media anual de 1000
mm (Holdridge, 1978).

Unidades experimentales y tratamien-
tos: el experimento fue avalado institucional-
mente por el comité de ética de investigacion
animal (CP-FCA Acta 03-2015). Se utilizaron
21 vacas mestizas (F1, Gyr x Holstein) entre
tercer y cuarto parto, en el octavo mes de

gestacién. Los animales se dividieron en tres
grupos, cada uno con siete vacas y sus res-
pectivas crias al nacimiento. Se conformd un
cuarto grupo con siete crias recién nacidas.
Los tratamientos fueron: control (T1); trata-
miento 2 (T2), aplicaciéon de una dosis de 2
ml| de bacterina comercial contra neumoen-
teritis 30 dias antes del parto; tratamiento 3
(T3), aplicacién de bacterina comercial con-
tra neumoenteritis, 30 dias antes del parto,
y 15 dias preparto; tratamiento 4 (T4), apli-
cacion de una dosis a terneros a las 24 horas
de vida. La bacterina contenia Salmonella
dublin 25%, Salmonella typhimurium 25%,
Escherichia coli K99 25%, Pasteurella mul-
tocida tipo II 20%, inactivante, vehiculo tipo
gel 5% y se aplicd por via subcutanea.

Manejo animal: las vacas se encontraban en
un sistema de pastoreo rotacional con pasto
estrella (Cynodon plectostachyus) y suple-
mentacion con ensilaje de maiz; posterior al
parto se dejaban con la cria las primeras 24
horas donde los terneros tomaban calostro a
voluntad, al segundo dia se separaban de sus
madres y el suministro de calostro se reali-
zaba dos veces al dia por medio de biberdén a
razon de dos litros en cada toma durante tres
dias, luego pasaban al sistema de crianza de
balde estaca hasta el destete.

Recoleccion muestras de campo: 24 horas
después del parto se recolectaron muestras
de calostro (300 ml) y sangre en tubos al vacio
sin anticoagulante, mediante venipuncién coc-
cigea. Las muestras se centrifugaron a 2500
rpm durante 15 minutos, se extrajo el suero y
se almacend a -20°C hasta el analisis de AST,
ALT, proteinas totales (PT), globulinas totales,
albumina y cortisol.
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En los terneros, se colecté sangre por venipun-
cion yugular a las 24+6, 48 y 72 horas poste-
riores al nacimiento. Se extrajo suero por cen-
trifugacion, en la que se analizaron proteinas
totales, globulinas totales y albumina median-
te método enzimdatico colorimétrico y analiza-
dor quimico semiautomatico de lectura éptica
RAYTO® (Shenzhen, China), las inmuglobulinas
G, My A (Triple J Farms®) mediante la técnica
de inmunodifusién radial simple y lectura 6p-
tica con calibrador. Las muestras de calostro
fueron analizadas in situ a 22°C con un calos-
trometro tipo lactodensimetro, calibrado para
lectura en g/L.

Analisis estadistico: Los datos fueron alma-
cenados en Excel y procesados en el paquete
estadistico InfoStat, versién 2017 (Di Rienzo
et al., 2017).

El disefo estadistico se basé en un mode-
lo completamente al azar, en el cual una vez
evaluada la normalidad y homocedasticidad de
la variable se realizd un analisis de varianza
de dos vias (tratamientos y tiempo —horas- de
respuesta pos nacimiento), las variables de-
pendientes fueron los metabolitos y las Ig v,
las variables independientes fueron los trata-
mientos (vacunaciones). Se aceptd significan-
cia estadistica cuando p < 0,05. Para analizar
las diferencias significativas se utilizé la prue-
ba de Duncan y para evaluar las similitudes
entre los resultados de las pruebas se utilizo el
coeficiente de correlacion de Pearson. Se rea-
lizé Estadistica descriptiva de metabolitos e Ig
para los tratamientos y tiempo de muestreo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
El consumo de calostro tuvo un efecto signi-
ficativo para el tiempo de muestreo después
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del nacimiento y para la concentraciéon de Ig
y PT en todos los tratamientos (Figura 1a).
Segun los conceptos sobre fallas en la trans-
ferencia de inmunidad pasiva (FTIP), el ca-
lostro es un indicador indirecto de inmunidad
pasiva (Godden et al., 2019), se considera
gue esta existe cuando la concentracion de
proteinas totales es <55 g/L (Lawrence et
al., 2017) o valores de < 52 g/L (Cuttance et
al., 2017). En este trabajo para ninguno de
los tratamientos se encontraron bajas con-
centraciones de proteinas en calostro, que
pudieran asociarse a FTIP, lo que evidencia
que los terneros del experimento lograron
un buen calostraje.

La respuesta inmune pasiva se relaciona con
la calidad de calostro, los valores en este
estudio indican que el T2 presentd la con-
centracion calostral de IgG mas alta (85,71
mg/mL) seguido por T1 (82,86 mg/mL) y T3
(61,43 mg/mL) (Figura 1d), sin encontrarse
diferencia estadisticamente significativa en-
tre tratamientos.

La investigacion realizada por Soriano (2014),
indica que la aplicacién de una bacterina dos
meses antes del parto mejora la calidad del
calostro, encontrando valores de 52 mg/mL
de IgG calostral; sin embargo, Yepes y Prie-
to, (2011), informan 57,6 mg/mL de IgG sin
vacunacién, lo cual puede explicarse por va-
riaciones de respuesta al medio ambiente o a
factores nutricionales.

En la Figura 1, se presentan los resultados de
los metabolitos proteicos (1a, 1b, y 1c) y las
inmunoglobulinas (1d, 1e y 1f), en los tres pe-
riodos posteriores al nacimiento analizados en
los neonatos.
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Figura 1. Diagrama de la variacion de los metabolitos proteicos a. proteina total, b. albimina, c. globulina

y de las inmunoglobulinas d. IgA, e. IgG y f. IgM, en los neonatos bovinos de cuatro grupos experimentales,

control (T1) y respuesta posvacunal (T2, T3 y T4), a las 24, 48 y 72 horas posparto.

Fuente: Autores

Las globulinas presentaron menor valor en T3
(20,79 g/L) a las 24+6 horas de nacimiento,
probablemente como producto del bloqueo in-
munoldgico y menor transferencia de Ig al ca-
lostro (Windeyer & Gamsjager, 2019). El valor
mas alto (47,46 g/L) se presentd en T1 a las
72 horas, lo cual muestra que el consumo de
calostro elevd las Ig, independiente de la va-
cunacién. T4 mostré a las 24+6 horas mayor
concentracidon en comparacién con los demas
tratamientos, posiblemente derivado de un

mayor consumo de calostro en este grupo. En
este estudio se encontraron diferencias signi-
ficativas en el tiempo para muestras colecta-
das entre 24+6 y 72 horas post nacimiento, a
mayor tiempo en el muestreo, concentracio-
nes mas elevadas. De Paula y colaboradores
(2019) reportan valores entre 24 y 39 g/L en
terneros durante la primera semana de vida.
Asimismo, debe tenerse en cuenta que en-
tre mas tiempo posparto pase, menor sera la
cantidad de globulinas que el ternero pueda
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absorber, debido a la pérdida de absorcién de
inmunoglobulinas en la mucosa intestinal v,
por tanto, su concentracién tiende a estabili-
zarse como se muestra e la Figura 1c, para 48
y 72 horas (Godden et al., 2019).

La concentracion de inmunoglobulinas IgG
(Figura 1le), e IgA (Figura 1d) no presentaron
diferencias significativas ni para tiempo, ni en-
tre tratamientos, mientras que IgM (Figura 1f)
presentd diferencias significativas entre trata-
mientos (p < 0,002), hallazgo importante ya
que esta Ig brinda mayor proteccion en las pri-
meras horas de vida (Jezek et al., 2012; Chase
et al., 2008).

La concentracion de IgG registré el menor va-
lor en T2 (tratamiento con una dosis de vacu-
na) con 19,8 mg/mL a las 24+6h, y 38,51 mg/
mL a las 48 horas. Los rangos de referencia
establecidos por Hampe y Wehrend (2019) es-
tan entre 6,7 y 29,0 mg/mL para terneros en
la primer semana de vida. Los valores halla-
dos en los tratamientos son mas elevados que
otros reportados, posiblemente debido al mé-
todo analitico empleado en la determinacion,
dado que la técnica de inmunodifusién radial
simple (RID) es mas sensible y precisa que la
técnica ELISA (Dunn et al., 2018; Gelsinger et
al., 2015). Igualmente, se encontré a las 24+6
horas de nacimiento valores de IgG superio-
res a 10,0 mg/mL en todos los tratamientos,
lo cual indica ausencia de FTIP, y se corrobora
que la IgG posee la mayor concentracion entre
las Ig en terneros (Godden et al., 2019).

Respecto a la concentracion de Ig pos naci-
miento, la concentracion de IgA a las 24+6
muestra su mayor concentracion para T4 con
2,47 mg/mL, tal vez asociada al tipo de antige-
no aplicado (Chase et al., 2008), mientras que
a las 72 horas, todos los tratamientos presen-
taron valores bajos, siendo el menor T3 con
0,64 mg/mL. Los valores reportados para IgA
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estan entre 0,5 a 4,5 mg/mL (Kaneko et al.,
2008). Para la IgM se encontré el menor valor
(0,58 mg/mL) en T2 a las 24+6 horas de na-
cimiento mientras que la mayor concentracion
fue 1,92 mg/mL a las 72 horas para el T3, el
cual recibié dos dosis de vacuna. Se presentd
diferencia estadistica entre los tratamientos.

Respecto a la concentracién de Ig pos naci-
miento, la concentracion de IgA a las 24+6
muestra su mayor concentracion para T4 con
2,47 mg/mL, tal vez asociada al tipo de antige-
no aplicado (Chase et al., 2008), mientras que
a las 72 horas, todos los tratamientos presen-
taron valores bajos, siendo el menor T3 con
0,64 mg/mL. Los valores reportados para IgA
estan entre 0,5 a 4,5 mg/mL (Kaneko et al.,
2008). Para la IgM se encontré el menor valor
(0,58 mg/mL) en T2 a las 24+6 horas de na-
cimiento mientras que la mayor concentracion
fue 1,92 mg/mL a las 72 horas para el T3, el
cual recibidé dos dosis de vacuna. Se presentd
diferencia estadistica entre los tratamientos.

La diferencia en la concentracidn encontra-
da para IgG no se puede explicar Unicamen-
te como respuesta al proceso vacunal, ya que
pudieron variar las condiciones medioambien-
tales en las que permanecié el grupo experi-
mental (Gamietea, 2019; Jezek et al., 2012).
Igualmente, debe considerarse la posible es-
timulacion antigénica derivada de patdgenos
externos a los cuales han podido estar ex-
puestos los terneros; ademas, los valores en
T2 y T4 también fueron mas altos a las 72 ho-
ras de nacidos, esto no se pudo derivar Unica-
mente del consumo del calostro, sino también,
en parte, por el proceso vacunal (Dudek et al.,
2017; Uetake et al., 2014).

En los terneros de los cuatro grupos expe-
rimentales se encontraron correlaciones
significativas (p<0,0001) entre globulinas e
IgG (0,76), con IgA (0,66) y con IgM (0,47)
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y, entre globulinas y proteinas totales (0,95)
este comportamiento de alta relacion de-
muestra lo planteado como evaluacién direc-
ta e indirecta de inmunidad pasiva, cuando
se analizan Ig o PT sérica o con las proteinas
totales del calostro (Cuttance et al., 2017;
Jezek et al., 2012).

La concentracién de proteinas séricas e in-
munoglobulinas en los bovinos es baja al
nacimiento debido a su sistema placentario
y aumenta en el tiempo con el consumo de
calostro (Téthova et al., 2017). En el pospar-
to, la concentracién de proteinas séricas en
el neonato esta relacionada con el consumo
de calostro y la calidad del mismo, lo cual ex-
plica las altas concentraciones a las 48 y 72
horas de nacimiento (Figura 1a), tal como se
evidencia para el grupo control. La concen-
tracion de proteina total (PT) y globulinas, en
terneros presentd una diferencia significativa
en el efecto tiempo pos nacimiento; para el
efecto tratamiento solo hubo efecto significa-
tivo para la albumina; tampoco se presentd
interaccién tiempo*tratamiento para los me-
tabolitos proteicos.

El menor valor de PT se registré en T2 a las
24+6 horas con 58,93 g/L y el T1 presentd la
mayor concentracién a las 48 y 72 horas con
75,8 y 76,01 g/l respectivamente. Klinkon y
Jezek (2012) registraron valores de 45,8 g/L en
terneros después del nacimiento, 54,5 g/L des-
pués de la ingesta de calostro y 50-70 g/L al
mes de edad. Las mayores concentraciones de
PT, se presentan después de consumir calostro,
esto asociado con las inmunoglobulinas que son
su mayor componente (Godden et al., 2019).

La mayor concentracion de albamina (38,13
g/L) se registré en T3 y el valor mas bajo
(23,61 g/L) en T4 a las 24+6 horas de naci-
miento (p<0,05) como se presenta en la Fi-
gura 1b; a mayor concentracion de globulinas

menor concentraciéon de albumina. Hampe y
Wehrend, (2019) informan que la albdmina
en terneros puede estar entre 19 y 33 g/L.
En este estudio, los valores son superiores a
los descritos y se encontro efecto significativo
de la vacunacion, posiblemente debido a las
caracteristicas de la bacterina, segun lo men-
cionan Petz| et al., (2018), esta puede activar
las moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86
y CD40), que a su vez inducen a la células
presentadoras de antigeno (APC) a producir
interleucinas, que intervienen en la respuesta
inflamatoria (Téthova et al., 2017), que pro-
duce mayor permeabilidad de la membrana.
Esto permite el paso de albiumina a través del
mismo receptor de IgG, como también suce-
de cuando se inmuniza con antigenos bacte-
riales (Dudek et al., 2017).

Cuando el calostro tiene una mayor concen-
tracion de albumina, esta puede pasar al ter-
nero mediante el mismo receptor (FcRn) de
IgG (Stark et al., 2015). Se ha demostrado
que el FcRn se une a la albdmina, la cual es
ocho veces mas abundante en el calostro v,
al unirse al receptor, lo hace en un empla-
zamiento distinto y no competitivo con el de
IgG, lo cual explicaria la concentracion de
albumina en los terneros del T3 (Guzman y
Olivera-Angel, 2020).

En las vacas, las concentraciones séricas de
proteina total, albumina y globulina, anali-
zadas como indicadores indirectos del me-
tabolismo proteico (Sordillo et al., 2009), no
presentaron diferencia significativa entre tra-
tamientos. Los valores de PT registrados son
de 67,75y 80,83 g/L para T3 y T2, respec-
tivamente. Los valores de referencia estan
entre 67,4 y 74,6 g/L (Kaneko et al., 2008).
En este estudio, T2 presentd un valor supe-
rior a la media de referencia, derivado de la
mayor concentracion de globulinas (Tabla 1).
Roa-Vega y colaboradores (2017), reportan
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concentraciones de 79,3 g/L, siendo estos va-
lores similares a los encontrados por Guerra
et al. (2018) y a los hallados en el presente
experimento, lo cual evidencia el buen mane-
jo nutricional en la explotacién. Los valores
informados indican una alta concentracién
sérica de proteina, asociada en parte al au-
mento de las globulinas por el proceso expe-
rimental de vacunaciones en T2 y T3.

En vacas, a mayor nimero de partos mayo-
res valores séricos de proteina total, debido

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

principalmente a las inmunoglobulinas, ya que
el sistema inmunoldgico de las vacas multipa-
ras ha estado en contacto con mas patdgenos,
y por lo tanto tienen una mayor cantidad de
anticuerpos (Bobbo et al., 2017). Las diferen-
cias entre tratamientos (Tabla 1) pueden estar
relacionadas con la respuesta inmune a la bac-
terina; no obstante, T2 recibié una dosis y T3
dos, mostrando este, contradictoriamente, una
menor concentracion de globulinas, probable-
mente por bloqueo materno a la respuesta exo-
gena inducida (Windeyer y Gamsjager, 2019).

Tabla 1. Medias y analisis de varianza para las concentraciones séricas de metabolitos proteicos en vacas

sometidas a diferentes ritmos de aplicacién de una bacterina contra neumoenteritis.

Tratamientos

Variable (g/L)

T1 T2
Proteina total 77,622 80,832
Albumina 30,432 32,512
Globulina 47,192 48,323

f p-valor
T3
67,752 3,50 0,0519
30,082 0,67 0,5241
37,672 2,82 0,0860

Cuando p<0,05 existen diferencias estadisticas.

Fuente: autores

La albumina presenté para T2 la mayor con-
centracion con 32,51 g/L (Tabla 1). Kaneko et
al., (2008) indican valores para este metabo-
lito entre 30,3 y 35,5 g/L. Segun Da Silva, et
al. (2019), la albumina puede variar en fun-
cion del estado fisioldgico, el clima y la ali-
mentacion. Al final del periodo de gestacién,
la albumina es baja debido a que es catabo-
lizada para aportar aminoacidos necesarios
para la produccién de globulinas (Téthova et
al., 2017). Debido a que no se encontraron di-
ferencias entre tratamientos (Tabla 1), la apli-
cacion de bacterinas contra la neumoenteritis
en el Ultimo mes de gestacién no afecta sig-
nificativamente este metabolito.
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Las globulinas séricas en las madres mostra-
ron el valor mas bajo en T3 con 37,67 g/L,
mientras que en T2 se presentd el mayor con
48,32 g/L; los valores conocidos estan entre
30 y 34,8 g/L (Kaneko et al., 2008). Los va-
lores hallados en los tratamientos con vacu-
na son superiores (Tabla 1) al valor del grupo
control, pudiendo indicar efecto de la bacte-
rina; sin embargo, el T3 que recibié dos do-
sis de vacuna, presentdé un valor mas bajo
gue T2 posiblemente por inhibicion asociada
al bloqueo materno (Windeyer y Gamsjager,
2019). En general, Roa-Vega et al., (2017) in-
forman valores de 42,86+3,47 para globulinas
en vacas recién paridas con suplementacién
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proteica. Estos valores son mas cercanos a los
del presente trabajo; mientras que, en con-
diciones similares a las de este experimento
para tipo racial y Unicamente durante el perio-
do de transicién se encontraron valores cer-
canos a 30 g/L (Campos et al., 2012), lo que
indica las amplias variaciones en los valores de
globulinas, los desafios medioambientales y el
posible efecto de la vacuna.

Se describe que las globulinas se elevan de-
bido a enfermedades o vacunaciones recien-
tes (Tizard y Payne, 2019). Asi, los valores de
globulinas encontrados en T2 se pueden aso-
ciar con la estimulacién inmunogénica gene-
rada por la bacterina, sin embargo, en T3 los
bajos valores indicarian que el refuerzo en la
inmunizacion requiere un protocolo de aplica-
cién mas amplio entre dosis, para generar una
mayor cantidad de anticuerpos transferibles al
calostro, para no generar el mencionado blo-
queo materno (Gamietea, 2019; Windeyer y
Gamsjager, 2019).

De acuerdo con la practica comun de vacuna-
cion realizada por los productores y replica-
da experimentalmente en el presente traba-
jo, es posible que la frecuencia de aplicacion
de la bacterina y el intervalo de tiempo entre
aplicaciones haya generado inhibicion de la
respuesta inmune medida (Windeyer y Gam-
sjager, 2019). Diversos autores recomiendan
minimo cuatro semanas de intervalo entre la
aplicaciéon de dosis de bacterinas y sugieren
empezar la primera dosis al séptimo mes de
gestacion o al inicio del periodo seco (Sears et
al., 2017). No siempre se muestran mejores
respuestas con refuerzos posteriores, cuando
el intervalo entre dosis es de 15 dias o menos,
ya que se puede neutralizar la respuesta se-
cundaria (Gamietea, 2019).

En este experimento, al no encontrar diferen-
cias entre tratamientos, no podria deducirse

que no hay diferencia entre inmunizar o no
inmunizar con bacterinas durante el prepar-
to, dado que el tiempo entre las dosis fue de
15 dias o la aplicacién Unica se realizd 30 dias
antes del parto esperado. Esta es una practi-
ca rutinaria en campo, que posiblemente no
permite una respuesta bioldgica integral por
parte de la vacuna (Gamietea, 2019).

Por otra parte, debe tenerse en cuenta el ca-
racter de inactivado del bioldgico que se apli-
co, razoén por la cual el fabricante recomienda
la doble dosis, al igual que para otros biolo6-
gicos que incluyan patdégenos muertos, vivos
atenuados o modificados en los que, en la ma-
yoria de los casos, se emplean dos dosis, con
un amplio intervalo de tiempo entre estas (Du-
dek et al., 2017). Se han encontrado infeccio-
nes congénitas para IBR, DVB y Leptospira en
crias con FTIP (Lawrence et al., 2017), sin que
las vacunas logren inmunizar completamente
contra estos patdgenos.

Las madres de los terneros del T4, no fueron
vacunadas en ningln momento, sus crias reci-
bieron una dosis del bioldgico y estas no pre-
sentaron diferencias en la sintesis de calostro
con relacién a las madres de los terneros naci-
dos de madres inmunizadas.

Vacunar cuando existen anticuerpos mater-
nos circulantes se considera un problema de
proteccion inmune. Esta situacion se conoce
como anticuerpos en fase materna (In face
of maternal antibody, IFOMA, por sus siglas
en inglés) (Chamorro et al., 2016). Esto pudo
impedir observar diferencias entre inmunidad
pasiva y activa, porque la vacuna muerta no
pudo inducir una respuesta humoral dado que
existian anticuerpos maternos; asimismo, es
necesario tener en cuenta el bloqueo al desa-
rrollo de inmunidad en una cria con alta pro-
teccidon calostral, como sucede en los mami-
feros nacidos de placentacion sindesmocorial
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(Windeyer y Gamsjager, 2019), lo cual expli-
caria la ausencia de diferencias para el T4,
que recibié una dosis vacunal en una edad en
la cual no hay respuesta del sistema inmune
(Sherwin y Down, 2018).

Se analizaron ALT y AST en las vacas para mo-
nitorear la funcién hepatica y el cortisol como
posible responsable de inmunosupresion en el
periparto. Ninguno presenté diferencias signi-
ficativas para tratamientos (Tabla 2), lo cual
indica que las madres estuvieron bajo condi-
ciones similares de salud hepatica y nivel de
estrés (Uetake et al., 2014).

La concentracion de ALT hallada en los trata-
mientos esta dentro de los valores de referen-
cia (7 a 35 U/L) mencionados por Roa-vega et
al., (2017). La ALT sérica se incrementa por
alteraciéon en la membrana del hepatocito,
haciéndolo mas permeable y permitiendo la

Vol. 12 No. 1 | enero - junio de 2021

liberacion de la enzima al torrente sanguineo
(Dharmayudha et al., 2018).

La concentracion de AST presenté diferencias
significativas entre tratamientos (Tabla 2). Los
valores hallados son normales de acuerdo a
lo citado por Kaneko et al., (2008). La dife-
rencia significativa encontrada en esta inves-
tigacién puede explicarse mediante el alto
valor de AST en T2 y T3, lo cual puede es-
tar asociado con la concentracion de cortisol
debido al estrés causado por el manejo de
aplicacion de la vacuna, tal como se reporta
en investigaciones realizadas por Shawky y
colaboradores (2016) y EI-Mandrawy y Farag
(2017), quienes también aplicaron vacunas
y hallaron niveles altos de AST, tal vez por
procesos inflamatorios inespecificos postva-
cunales, lo que asociaron con altas concen-
traciones de cortisol derivadas del estrés del
parto y la vacunacién.

Tabla 2. Medias y analisis de varianza de las concentraciones séricas de ALT y AST
enzimas indicadoras de funcidn hepatica, cortisol y Calostrometria en vacas sometidas
a una o dos aplicaciones de una bacterina contra neumoenteritis.

Tratamientos

VARIABLE f p-valor
T1 T2 T3

Alanina Aminotransferasa

17,822 20,002 21,702 1,54 0,2415
-ALT (U/L) ! ! ! ! !
Aspartato aminotransferasa

103,742 137,95° 115,253 9,76 0,0013
AST(U/L)
Cortisol (nmol/L) 191,862 180,382 253,732 0,68 0,5181
Calostrometria (mg/mL) 82,867 85,712 61,432 1,17 0,334

Cuando p < 0,05 se considera que existen diferencias estadisticas.

Fuente: Autores

Las concentraciones de cortisol en este es-
tudio son similares a las mencionados por
Shawky et al., (2016) en vacas recién pari-
das; sin embargo, en T3 fue considerable-
mente mas alta, lo cual se atribuye posible-
mente al manejo derivado de las dos dosis
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de vacuna que se aplicaron, con estrecho in-
tervalo de 15 dias, lo que pudo generar mas
estrés y mayor concentracién de cortisol,
como se ha evidenciado en otros trabajos
con manipulaciones en animales durante el
preparto (Uetake et al., 2014).
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La calostrometria para evaluar la sintesis de
calostro en las madres vacunadas o no, se
presenta en la Tabla 2, donde se muestran va-
lores correspondientes a calostro de excelente
calidad en todos los tratamientos. Los estan-
dares referenciados son: menor a 20 g/L, para
mala calidad; 20 a 50 g/L, calidad moderada y
superior a 50 g/L para excelente calidad (Lago
et al., 2018). El grupo control, al no mostrar
diferencias con T2, indica que en todas las ma-
dres el calostro fue sintetizado en forma opor-
tuna y brind6 al neonato adecuada proteccion.
Todas las vacas generaron respuesta a los
desafios medioambientales o a vacunaciones
previas, aun el T3, con una concentracién baja
con relacion a los grupos experimentales, pero
superior a lo esperado en calostros de calidad,
permitio inferir en todos los tratamientos una
adecuada sintesis de calostro, independiente
de la vacunacién. Existen diversas circunstan-
cias asociadas a la cantidad y frecuencia en el
suministro de calostro que pueden originar va-
riaciones en la respuesta; sin embargo, estas
no fueron objetivo del presente trabajo.

4. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias estadisticas para
IgM Unicamente entre los indicadores de inmu-
nidad activa o pasiva de neonatos nacidos de
vacas inmunizadas o no, o en los terneros inmu-
nizados a las 24 horas posteriores al nacimien-
to, siguiendo el esquema vacunal propuesto en
este trabajo, probablemente por el bloqueo de
inmunidad activa por parte de la cria y por el
proceso de respuesta descrito como IFOMA.

La concentracién de proteina total (PT) y glo-
bulinas en terneros presenté diferencia signifi-
cativa para el efecto del tiempo de evaluacién
posterior al nacimiento, asociado al factor acu-
mulativo del consumo de calostro posparto.

En las vacas, la PT, la albumina y las globuli-
nas no presentaron diferencias, por lo tanto,

la aplicacion de bacterina contra neumoen-
teritis, segun el protocolo propuesto en esta
investigacion, no generd ningun efecto en
estos metabolitos.

La concentracion de cortisol no afectd la res-
puesta en ninguno de los tratamientos.
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RESUMEN

Contextualizacién: Colombia es el cuarto
mayor productor de ganado en América Lati-
na, después de Brasil, Argentina y México, con
aproximadamente 22,5 millones de cabezas
de ganado, convirtiendo a la ganaderia una de
las actividades mas importante en la economia
del pais, aportando 53% del producto interno
pecuario; se ha apreciado un crecimiento de
aproximadamente una tercera parte con el fin
de producir alimentos que provean una fuente
optima de proteina de origen animal y satisfa-
gan las necesidades de los consumidores

Vacio de conocimiento: un problema serio
gue se presenta en la produccién ganadera en
Colombia son los altos costos de produccion y
la baja productividad a nivel de finca lo que ha
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generando la necesidad de buscar alternativas
nutricionales de alta calidad y que sean econé-
micamente rentables para el productor.

Proposito del estudio: esta investigacién tuvo
como proposito evaluar la composicion nutricio-
nal y microbioldgica de bloques multinutriciona-
les elaborados con bovinaza y enriquecidos con
un preparado BAL (bacterias acido lacticas) con
un proceso de fermentacién, como posible alter-
nativa de suplementacién de rumiantes.

Metodologia: el preparado microbiano esta
basado en un cultivo de bacterias acido lacticas
(BAL) heterofermentativa de mediana y rapida
acidificacion. En la elaboracion de los bloques
multinutricionales se empled, sal mineralizada,
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excretas bovinas, harina de alfalfa, afrecho de
café, harina de maiz, cemento, urea y me-
laza en diferentes porcentajes de inclusién;
adicionalmente, al T2 y T3 se les afiadio un
preparado microbiano y el T3 tuvo un proceso
de fermentacion por 48 horas a temperatura
ambiente. Las variables evaluadas fueron: Hu-
medad (H), Materia seca (MS), Proteina Cruda
(PQC), fibra cruda (FC), fibra neutra detergente
(FDN), fibra acida detergente (FDA) y anali-
sis microbioldgico, empleandose un disefio de
bloques completamente al azar.

Resultados y conclusiones: se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P<0,05)
entre el T3 y los demas tratamientos en la PC,
FC, FDA y FDN obteniendo los mayores valores,
se evidencid un comportamiento inversamente
proporcional entre la MS y la H para los distintos
tratamientos; la concentracion de aerobios para
el T3 fue de 80 x 102 UFC/g, ademas de eviden-
ciarse la ausencia de Salmonella en el T2 y T3.
La inclusion de un preparado microbiano vy la fer-
mentacion durante 48h mejora los parametros
nutricionales de los bloques multinutricionales.

Palabras clave: Alimento Fermentado; Cali-
dad Nutricional; Microorganismos; Rumiantes
Suplementacién animal

ABSTRACT

Contextualization: Colombia is the fourth
largest producer of livestock in Latin America,
after Brazil, Argentina and Mexico, with appro-
ximately 22.5 million livestock, making lives-
tock one of the most important activities in the
country’s economy, contributing 53% of the do-
mestic product livestock; a growth of about a
third has been seen in order to produce foods
that provide an optimal source of protein of ani-
mal origin and meet the consumer’s needs.

Research gap: A serious problem that occurs
in livestock production in Colombia is the high

production costs and low productivity at the
farm level, which has generated the need to look
for high-quality nutritional alternatives that are
economically profitable for the producer.

Purpose: The purpose of this research was
to evaluate the nutritional and microbiological
composition of multinutritional blocks made
with bovinese and enriched with a BAL (lactic
acid bacteria) preparation with a fermentation
process, as a possible alternative for ruminant
supplementation.

Methodology: The microbial preparation is
based on a medium and fast acidification he-
terofermentative lactic acid bacteria (BAL) cul-
ture. In the elaboration of the multinutritional
blocks, mineralized salt, bovine excreta, alfalfa
flour, coffee bran, corn flour, cement, urea and
molasses with different inclusion percentages
were used; in addition, to T2 and T3 added a
microbial preparation and the T3 had a fermen-
tation process for 48 hours at room tempera-
ture. The variables evaluated were: Humidity
(H), Dry Matter (DM), Crude Protein (PC), crude
fiber (FC), detergent neutral fiber (NDF), deter-
gent acid fiber (FDA) and microbiological analy-
sis, using a block design completely random.

Results and conclusions: There were signifi-
cant statistical differences (P<0.05) between T3
and the other treatments in the PC, FC, FDA and
FDN obtaining the highest values, an inversely
proportional behavior was evident between the
MS and the H for the different treatments; the
aerobic concentration for T3 was 80 x 102 CFU /
g, in addition to the absence of Salmonella in T2
and T3. The inclusion of a microbial preparation
and fermentation for 48h improves the nutritio-
nal parameters of the multi-nutritional blocks.

Keywords: Fermented Food; Nutritional
Quality; Microorganisms; Ruminants; Animal
supplementation

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 2: 115 - 126, julio - diciembre 2021, ISSN: 2145-6453



Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

RESUMEN GRAFICO
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Fuente imagen: Implementacién de suplementos multinutricionales para el ganado bovino (Rojas y Moreno, 2019).
https://www.elcampesino.co/implementacion-de-suplementos-multinutricionales-para-el-ganado-bovino/

1. INTRODUCCION

El estado actual de la produccién bovina bus-
ca nuevas alternativas de alimentacion cuya
implementacién sea factible en la region, in-
corporando variedades de forraje y alterna-
tivas que sean adaptables a las condiciones,
y resistentes al estrés hidrico y al proceso
de desertificacion (Scholey & Burton, 2019).
Una opcidén importante, sugerida por centros
de investigacién, gremios y universidades,
se relaciona con la utilizacién de fuentes lo-
cales de alimentos que permitan generar di-
ferentes alternativas de alimentacién, como
la elaboracion de ensilajes, henos y bloques
multinutricionales, lo que permitira minimi-
zar el impacto negativo ocasionado por la
falta de alimentos en épocas criticas (Chava-
rro et al., 2017).
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A diferencia de los suplementos liquidos o en
harina, los bloques nutricionales incluyen: fa-
cilidad de transporte y manejo, consumo mas
homogéneo entre animales, reduccion de la
necesidad de sal como regulador de consumo
y menor riesgo en el uso de urea como fuen-
te de nitrogeno no proteico; sin embargo, lo
mas importante de un suplemento es el perfil
nutricional y el impacto que tendra en el cre-
cimiento y la produccién (Rodriguez-Molano &
Pulido-Suarez, 2018).

La utilizacién de residuos agroindustriales, pro-
ductos y subproductos agricolas locales ricos
en proteinas y nutrientes de alto valor ener-
gético, pueden constituir una alternativa para
mejorar la nutricion y alimentacion animal,
como es el caso de la bovinaza que constituye
un 6ptimo recurso para la suplementacién de
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rumiantes al poseer altos niveles de nitrégeno
no proteico, que contribuye al mejoramiento
del ambiente ruminal, aportando constante-
mente amonio para la sintesis de proteina mi-
crobiana de forma continua y lenta (Perea et
al., 2013).

Las heces bovinas son caracterizadas por ser
un excelente sustrato en la elaboracidon de ali-
mentos para la alimentacién animal (Villegas
& Laines, 2017). Ademas, poseen altos conte-
nidos de nutrientes y presentan una variada
poblacion de microorganismos procedentes
del tracto gastrointestinal de los animales y de
su contaminacion en el medio ambiente (Ngul-
de, Yerima & Mustapha, 2018). Esto ha pro-
piciado que hayan sido empleadas como ino-
culo en procesos fermentativos, a pesar de la
presencia de microorganismos como la E. coli
y Salmonellas, que son patégenos potenciales
(Barzallo-Bravo et al., 2019; Huebner et al.,
2019; Jamee et al., 2020).

De acuerdo con estas consideraciones, esta
investigacion tiene como objetivo la caracteri-
zacion de bloques multinutricionales con bovi-
naza e inoculacién de un preparado BAL (bac-
terias acido lacticas).

2. MATERIALES Y METODOS

Localizacidén: el trabajo de investigacion se
llevé a cabo en el Laboratorio de Nutricion Ani-
mal de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgi-
ca de Colombia (UPTC), ubicada en la avenida
Central del Norte, en el municipio de Tunja,

departamento de Boyaca. Este departamento
esta situado en el centro del pais, limita al nor-
te con los departamentos de Santander, Norte
de Santander y la Republica de Venezuela; al
oriente con los departamentos de Arauca y Ca-
sanare; al sur con los departamentos del Meta
y Cundinamarca; y al occidente con el depar-
tamento de Antioquia, del que esta separado
por el rio Magdalena. La ciudad de Tunja se
encuentra localizada, sobre la cordillera Orien-
tal de los Andes a una altura de 2,820 msnm,
cuenta con una temperatura promedio de 12
°C y precipitacion media anual de 553 mm.

Preparado Microbiano: con base en un culti-
vo de bacterias acido lacticas (BAL) heterofer-
mentativa de mediana y rapida acidificacion,
Lactobacillus delbrueckiis ssp bulgaricus vy
Streptococcus thermophilus (comercial liofili-
zado, Liofast Y452B, SACCO ®) (Borras-San-
doval et al., 2017).

Procedimiento experimental (elaboracion
del bloque): en la preparacion del producto
se emplearon diversas materias primas (Tabla
1). A la mezcla del producto original se le afia-
dié el preparado microbiano al T2 y T3; este
ultimo tuvo un proceso de fermentacién por
48 horas a temperatura ambiente. Se tomaron
muestras del producto terminado para realizar
los analisis de composicién nutricional y micro-
bioldgicos respectivos. Cada bloque represen-
té una unidad experimental, con tres repeticio-
nes cada una.
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Tabla 1. Composicion de bloques multinutricionales.

Tratamiento 1

Ingredientes

Sal mineralizada 5
Excretas bovina 5
Harina alfalfa 30
Afrecho café 30
Harina de maiz 5
Cemento 5
Urea 3
Melaza 17

Preparado microbiano (PM)

Tratamiento 2 Tratamiento 3*

Porcentaje (%)

5 5
5 5
27 27
30 30
5 5
5 5
3 3
10 10
10 10
100 100

* Fermentacion por 48 horas. Fuente: Autores.

Las mezclas se homogenizaron y se procedio
al llenado de los recipientes para realizar el
prensado a las 24 horas, después de transcu-
rrido este tiempo se desmoldaron, es de ano-
tar que el mismo procedimiento se cumplié en
el tratamiento 3 pero se realizdé después de las
48 horas de fermentacion de la mezcla.

Analisis quimico: las muestras de cada
tratamiento se secaron y se molieron en un
molino de martillo marca UDY®, con criba
de 1 mm, para analisis bromatolégico me-
diante las siguientes técnicas analiticas: Hu-
medad (H) y Materia seca (MS), y Proteina
Cruda (PC), métodos establecidos por AOAC
(2000); fibra cruda (FC) fibra neutra deter-
gente (FND) y fibra acida detergente (FAD)
(Van Soest et al., 1991).

Analisis microbiolégico.: se realizé un ana-
lisis microbiolégico a la mezcla del prepara-
do microbiano y las materias primas para la
elaboracion de los bloques a las 48 horas de
fermentacién en un laboratorio certificado
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de Control Microbioldgico ubicado en Boyaca,
Colombia; para aerobios meséfilos (UFC/g),
(AOAC 966.23.C: 2001); coliformes totales y
fecales (NMP/g), (ICMSF NMP: 2000); esporas
de Clostridium Sulfito reductor (UFC/g), (ISO
15213: 2003); mohos y levaduras (UFC/qg),
(ISO 7954: 1987); Salmonella (A-P / 25 g) (AS
5013.10: 2009).

Analisis estadistico: se empled un disefo
de blogques completamente al azar; el analisis
de datos se realizd6 por medio del programa
SPSS version 24 (IBM Corp. 2016); y se ana-
lizd la informacion del perfil nutricional. Los
datos obtenidos fueron sometidos a los su-
puestos de normalidad a través del estadisti-
co de Shapiro-Wilk y homogeneidad por prue-
ba de Levene. Después de haber comprobado
los supuestos, se realizé analisis de varianza
(ANOVA) y una prueba de correlacidn entre
los tratamientos y las variables nutriciona-
les; y las variables que mostraron diferencias
estadisticas fueron sometidas a pruebas de
comparacion de medias de Tukey (P < 0,05).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Proteina cruda (% PC): se observa que el T1
y T2 muestran un comportamiento similar con
15,4y 14,3% respectivamente. Se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P<0,05)
entre el T3 y los demas tratamientos (Figura
1). Al realizar el proceso de fermentacién en

el T3 se observa que el porcentaje de proteina
cruda aumenta como lo reportan Pulido-Sua-
rez et al., (2016)basado en residuos de cose-
cha de pera (Pyrus communis que durante su
estudio de fermentacién con adicién de prepa-
rados microbianos alcanzo valores de proteina
hasta de 25 %.

b
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Tratamientos

*Los promedios con letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P<0,05).

Figura 1. Porcentaje de proteina cruda.

Fuente: Autores.

Las raciones suplementarias presentaron un
apreciable valor nutritivo, con un contenido de
proteina cruda que varia del 14,3 al 27%. Es-
tos resultados son similares a los reportados
por Duarte et al., (1996) con 16,8%, 17,7% y
18,5% de PC en raciones con una inclusion de
15%, 25% y 35% de pollinaza respectivamen-
te; en cambio, en bloques a base de harina de
cebada, alfalfa, broza de quinua, broza de haba
se obtuvo el 22,92% (Tola-Paz et al., 2015).

Teniendo en cuenta que en el Tl se imple-
mentd un mayor porcentaje de harina de al-
falfa, esta no alterd los valores de proteina
cruda, evidencidandose que estos fueron simi-
lares a los obtenidos en el T2. Por otro lado,
el alto nivel de proteina cruda obtenido en
el T3 se puede atribuir a la adicion de urea

y al proceso de fermentacién, en donde se
presenta la reduccidon de carbohidratos y la
produccién de proteinas microbianas (Aguirre
et al., 2018). Esto mismo fue demostrado por
Haro et al., (2011) quienes indicaron que el
contenido de proteina de bloques multinutri-
cionales a base de nopal fermentado presentd
un aumento (16,86%) en comparacion con el
nopal en estado natural (1-2%).

Sin embargo, multiples autores reportan que
la inclusién de un preparado microbiano pue-
de ser el causante del evidente aumento de
proteina, ya que este estimula las acciones
metabdlicas microbianas mejorando el valor
nutritivo de los alimentos (Yasar et al., 2020;
Olukomaiya et al., 2020)basado en residuos de
cosecha de pera (Pyrus communis.
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(P<0,05) entre el T3 y T1 observandose valo-
res de 77,15% vy 85,4% respectivamente.
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*Los promedios con letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P<0,05).

Figura 2. Porcentaje de Materia seca.

Fuente: Autores.

Se evidenciaron valores inferiores de MS en
el T3, lo que concuerda con lo reportado por
Melo-Camacho et al., (2017) en ensilaje de
naranjas. Este comportamiento puede rela-
cionarse con la utilizacidon de los carbohidra-
tos solubles (sacarosa, glucosa, fructosa) en
procesos de fermentaciéon como fuentes ener-
géticas de los procesos metabdlicos, y a su
vez esta disminucién puede provocar la con-
centracion relativa de los demas componen-
tes mostrando mayores porcentajes, tal fue el
caso de la PB, FC, FDN y FDA en este estudio
(Brea-Maure et al., 2015).

Por su parte, Ferraretto et al., (2018) afir-
man que la disminucién en la concentracion
de MS en procesos de fermentacion podria
estar parcialmente relacionada con el calor
utilizado para su cuantificacion, ya que este
volatiliza los alcoholes, el acetato, el propio-
nato y una porcién del lactato. No obstante,
se evidencié que, en el T3, hubo un leve au-
mento de humedad, que esta directamente
relacionado con la adiciéon de preparado mi-
crobiano y el proceso de fermentacién; se ha
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determinado que algunas enzimas producen
perdidas en la MS y el valor energético al
reducir la disponibilidad de carbohidratos so-
lubles (Jump, 2001).

La baja cantidad de MS en el T3 esta relaciona-
do con una mayor concentracion de humedad
siendo uno de los factores principales que in-
fluyen en la preparacion de alimentos con adi-
cién de preparados microbianos, debido a que
el agua ejerce una funcidn como vehiculo de
los nutrientes e interviene en el crecimiento de
la microbiota fermentadora al involucrarse en
procesos metabodlicos (Borras-Sandoval et al.,
2015; Borras et al., 2017). Por otra parte, se
asocia a la formaciéon de enlaces peptidicos, en
los cuales se pierde una molécula de agua, lo
que se relaciona con el aumento de los niveles
de PC en alimentos fermentados.

Fibra cruda (FC %), Fibra detergente
neutra (FDN%) y fibra detergente acida
(FDA 9%): se presentaron diferencias esta-
disticas significativas (P<0,05) entre el T3 y
los demas tratamientos para FC, FDA y FDN,
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observandose que el T3 posee los valores mas
altos y el T1 y T2 presentan valores estables

Area del grafico
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%

con un promedio de 36,12 % de FC, 49,95% de
FDA y 77,85 % de FDN (Figura 3).

=TI
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zT3
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FDN

FC=Fibra Cruda; FDA=Fibra Detergente Acido; FDN=Fibra Detergente
Neutro

*Los promedios con letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05).

Figura 3. Porcentaje de Fibra Cruda, Fibra Detergente Acido y Fibra Detergente Neutro.

Fuente: Autores.

Se evidencié que el T3 mostro valores mas altos
de FDA y FDN lo que difiere con lo obtenido por
Herrera, et al., (2014) quienes reportan la dismi-
nucion de FDN y FDA durante el periodo de fer-
mentacién del nopal forrajero con la presencia
de levaduras y por Nkosi et al., (2015), quienes
observaron la reduccién de fibras y un aumen-
to de proteinas en procesos de fermentacién
de papa inoculados con BAL. Por otra parte, se
evidencio que el T1 obtuvo valores inferiores de
FDA, lo que indica una mejora en la digestibilidad
del alimento, debido a que estan inversamente
relacionadas (Adesogan et al., 2019)

Los porcentajes elevados de fibras, en el T3,
pueden estar relacionados con un mayor con-
sumo de carbohidratos durante el proceso de
fermentacién (Fonseca & Rodriguez, 2019), no
obstante, Adesogan et al., (2019) indica que
la inclusion de ingredientes con fibra vegetal

suele favorecer el contenido de FC y la diges-
tibilidad, ademas de ser un factor importante
en la prevenciéon de transtornos metabdlicos.

Sin embargo, entre el T3 y el T2 se presentd
una disminucion en el porcentaje de FC pa-
sando de 70,5% a 40,7%, respectivamente,
lo cual esta asociado con la actividad de mi-
croorganismos, porque estos pueden utilizar
la hemicelulosa y parte del nitrégeno que se
encuentra asociado a la fibra como fuente de
nutrientes para crecer en los sustratos, antes
de degradar la lignina (Van Soest et al., 1991).

Analisis microbioldgico: en la Tabla 2. se
muestran los resultados microbioldgicos del
producto terminado seco y con incubacién du-
rante 48 horas.
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Tabla 2. Analisis microbioldgico de los bloques multinutricionales.

Analisis microbiolégico

Aerobios Meséfilos (UFC/g) 21x102
Coliformes Fecales (NMP/qg) 1100
Coliformes Totales (NMP/qg) >1100
Esporas Clostridium sulfito reductor <10
(UFC/9)

Levaduras (UFC/g) 25x102
Mohos (UFC/g) 60x101

Salmonella sp (A- P/ 259)

Tratamiento 1

Ausencia /25g

Tratamiento 2 Tratamiento 3*

30x103 80x102
<3 <3
23 <3
<10 <10

10x101 <10

18x102 10x101

Ausencia /25¢g Ausencia/25g

* Fermentacion por 48 horas.
Fuente: Autores.

En el T3 la concentracién de aerobios fue de 80
x 102 UFC/g, lo que concuerda con lo reporta-
do por Borras-Sandoval et al., (2014), debido a
la presencia de bacilos aerobios esporulados.
Aunque disminuyé el conteo de levaduras res-
pecto al T2, no fueron tan afectadas, si se tie-
ne en cuenta que necesitan menor actividad
del agua que las bacterias; sin embargo, se
evidencia que los niveles de levaduras y mohos
en el T3 son inferiores a los reportados en el
grupo de control (Tabla 2.)

Los mohos vy las levaduras utilizan el metabolis-
mo de los carbohidratos, acidos organicos, pro-
teinas y lipidos para provocar el deterioro fisico
y quimico de los alimentos, dando como resul-
tado olores desagradables, cambios de sabor y
color (Borbolla-Sala et al., 2004), ademas, son
capaces de sintetizar metabolitos tdxicos resis-
tentes al calor que pueden resistir sustancias
quimicas y radiacion, lo que les brinda la ca-
pacidad de cambiar sustratos desfavorables y
permite el crecimiento de bacterias patogenas.

Se observa la ausencia de patégenos como la
Salmonella y Clostridium, y descenso en los
conteos de coliformes totales en el T3 en re-
lacién con el T1 y T2. Esto es contrario a lo
informado por Boucourt et al.,(2006), quienes
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evidenciaron un aumento de los lactobacilos
hasta niveles de 10-9, produciendo una dismi-
nucion de Salmonella, aunque en valores infe-
riores a lo evidenciado en el presente estudio.
Este comportamiento puede estar reflejado en
dos condiciones ecoldgicas: la capacidad de
algunas cepas de lactobacilos para producir,
ademas del acido lactico, otros compuestos in-
hibidores del crecimiento microbiano (Agudelo
et al., 2015) y la temperatura del proceso fer-
mentativo. Por otra parte, Diaz et al., (2014),
aislaron y caracterizaron cepas de bacterias
acido lacticas a partir de preparados microbia-
nos elaborados a base de residuos agroindus-
triales, como suero de leche, estiércol bovino
y contenido ruminal, diseflados como inocu-
lantes bioldgicos para procesos de ensilaje de
residuales organicos post cosecha.

4. CONCLUSIONES

Los bloques multinutricionales constituyen una
alternativa viable para el aprovechamiento de
materias primas locales, puesto que aportan de
forma estratégica minerales, proteinas, energia
y nitrogeno, ademas de tener la propiedad de
conservarse por periodos razonables de tiem-
po, si son almacenados correctamente. El uso
de excretas bovinas, un preparado microbiano a
base de bacterias acido lacticas y un proceso de
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fermentacion de 48 horas en bloques multinu-
tricionales, mejora los parametros nutricionales
aumentando los niveles de proteina cruda, la
estabilidad de otros nutrientes y la ausencia de
patégenos potenciales.
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RESUMEN

Contextualizaciéon: desde el protocolo de
Kioto y la Cumbre de Paris, en el mundo, la re-
duccién de gases de efecto invernadero causa-
dos por la actividad antrépica ha cobrado vital
importancia, dados los indicadores criticos de
emision con efectos nocivos en el clima.

Vacio de investigacion: considerando lo an-
terior, las investigaciones preliminares no lo-
gran llegar a un acuerdo sobre qué combus-
tible genera menores emisiones de CO,: el
diésel o el biodiésel.
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Proposito del estudio: a fin de fundamentar
informacidén que permita proponer alternativas
energéticas sustentables a partir de sustitutos
de combustibles fosiles, fue necesario cuantifi-
cary evaluar las emisiones de CO, proveniente
de motores diésel. Para esto, se realizo este
experimento, cuyo propdsito es emplear diésel
comercial B10 y biodiésel B100, y determinar
sus emisiones de CO,; para ello se utilizé un
motor de compresidon de una planta eléctrica,
con factores fijos como la cantidad de combus-
tible por emplear, establecida en 100 gramos.
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Metodologia: el experimento se apoyd esta-
disticamente con un disefio factorial basado
en dos factores: tipo de diésel con dos niveles
y potencia generada con tres niveles, y se de-
termind el efecto conjunto que estos factores
producen en la emisién de CO,. Para esto, el
motor fue sometido a la generacion de tres
potencias: 0,5 kW-1,0 kW-1,5 kW; lo cual pro-
picié, para cada nivel de potencia, diferentes
caudales o consumos de combustible y aire, y
diferentes emisiones de CO,.

Resultados y conclusiones: los resultados
indican que, empleando cualquier combusti-
ble, la relacién aire/combustible es menor y
la fraccion molar de CO, es mayor cuando se
genera mas potencia. El experimento mostro
que la fraccion molar de B10 es mayor que la
del B100: 0,15 y 0,13, respectivamente, con
lo cual no puede generalizarse que la mayor
emisién de CO, la propicie el diésel comercial,
pues la mayor o menor emisién depende de la
composicion quimica del combustible.

Palabras clave: biodiésel, factor de emisién
CO,, inventario de emisiones, gases de efec-
to invernadero

SUMMARY

Contextualization: Since the Kyoto protocol
and the Paris Summit, the reduction of green-
house gases, caused by anthropic activity, has
become critically important in the world, given
the critical emission indicators with harmful
effects on the climate.

Knowledge gap: Within this panorama, preli-
minary research does not agree on which fuel
generates the lowest CO, emissions: diesel or
biodiesel.

Purpose: Seeking to provide information to
propose sustainable energy alternatives from
substitutes for fossil fuels, it was necessary
to quantify and evaluate CO, emissions from
diesel engines, for which purpose, the ex-
periment was carried out with the purpose
of using commercial diesel B10 and biodiesel
B100x, and determine their CO, emissions;
for this a compression engine from a power
plant was used, with fixed factors such as
the amount of fuel to be used, established at
100 grams.

Methodology: The experiment was statisti-
cally supported by a factorial design based on
two factors: type of diesel with two levels and
power generated with three levels, and the
joint effect that these factors produce on CO,
emission was determined. For this, the motor
was subjected to the execution of three jobs
related to three generated powers: 0.5 kW-
1.0k W-1.5 kW; which caused, for each power
level, different flows or consumption of fuel
and air, and different CO, emissions.

Results and conclusions: The results indi-
cate that, using any fuel, the air/fuel ratio is
lower and the molar fraction of CO, is higher
when more power is generated. The experi-
ment showed that the molar fraction of B10
is greater than that of B100: 0,15 and 0,13,
respectively, so it cannot be generalized that
the higher CO, emission is caused by com-
mercial diesel. The greater or lesser emis-
sion depends on the chemical composition of
the fuel.

Keywords: biodiesel; CO, emission factor;
emission inventory; greenhouse gases
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RESUMEN GRAFICO

Problema: diferencias

Objetivo:

Experimento: uso

factorial de dos factores:
tipo de diésel con dos
niveles y potencia generada
con tres niveles.

=

abruptas en cuantificar y de motor diésel
estimaciones de M evaluar las ) de compresion de :>@
emisiones de CO, con emisiones de una planta
uso de B10 y B100. CO,. electrica.

Metodologia: disefio Resultados-conclusiones: la emisién

de B10 es mayor que la del B100; la
mayor o menor emisién depende de
la composicion quimica  del
combustible.

normalidad Shapiro Wilks y

-
| Pruebas:

Homocedasticidad Levene.

I Diferencia de medias ANOVA de efectos fijos.
| Software de apoyo: Statgraphics y Excel.

Fuente: autores

1. INTRODUCCION

Las particulas suspendidas en el aire son peli-
grosas para la salud. Las de diametro inferior
a 10 um penetran en el sistema respiratorio y
estan relacionadas con el uso de combustibles
fosiles; las de diametro inferior a 2,5 pm pe-
netran en el torrente sanguineo (Lau, 2017).

Las reacciones quimicas en la atmédsfera gene-
ran N,O, CO,, SO,, NH, y otros gases de efecto
invernadero (GEI) (Brusca, 2016). Las emisio-
nes de la combustion de diésel pueden causar
cancer y otras enfermedades, usando biodié-
sel B100 se elimina hasta el 90% de compues-
tos toxicos presentes en el aire (Tyson, 2016).

Diversas investigaciones relacionadas con el
cambio climatico mencionan datos similares
respecto a la concentracion del didxido de car-
bono en el aire. En el afio 1950 la concentra-
cién de CO, se estimé en 275 ppm; en el 2000,
en 365 ppm; y en el 2012, en 393 ppm (Cas-
tillo, 2005).
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De acuerdo con el Panel Intergubernamen-
tal para el Cambio Climatico (IPCC), el pun-
to critico se encuentra en 450 ppm (Uptown,
2014). En los ultimos 650.000 afnos, la carga
de CO, nunca sobrepasé las 300 ppm, habia
oscilado entre 180 ppm, en periodos glacia-
res, y 290 ppm, en fases de calentamiento
(Ramos, 2008).

Estos datos constituyen un llamado a minimi-
zar los Gases Efecto Invernadero, razones que
impulsan la necesidad de medir la emision de
CO, provenientes de actividades actuales res-
pecto de alternativas energéticas medioam-
bientales amigables y sustentables.

Adicionalmente, Colombia tendra en el 2020
aproximadamente 3,5 millones de vehiculos
(Dinero, 2014). Hasta agosto del afio 2017
tuvo un promedio de ventas mensuales de dié-
sel de 127 mil Barriles Dia Calendario (KBDC)
(Ecopetrol, 2017).
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Colombia proyecta emitir en el afio 2020 cer-
ca de 29 millones de toneladas de CO, prove-
nientes del sector transporte, 33 millones de
toneladas para 2024, 37 millones de toneladas
para 2030 y 46 millones de toneladas de CO,
para 2040 (Departamento Nacional de Planea-
cion - DNP, Banco Mundial, 2014)

Dentro de este panorama, se considera ne-
cesario cuantificar y evaluar las emisiones
de CO,; para esto, se realizd el presente
experimento en la ciudad de Pasto, Nari-
fio, cuyos objetivos se centraron en medir
el CO, emitido por la combustién del diésel
comercial B10, empleado en el motor de una
planta eléctrica; hacer lo mismo empleando
biodiésel B100; analizar y comparar las emi-
siones de la combustidon de los dos combus-
tibles B10 y B100, para determinar cual es
menos contaminante.

2. MATERIALES Y METODOS

Materiales: se seleccioné una planta eléc-
trica ajustada a la siguiente caracterizacién:
referencia planta diésel GPMD marca Power,
generaciéon 2,5kW, con motor de compresion,
fuerza 7HP, capacidad del tanque dos galones,
velocidad fija para el experimento en 7.000
revoluciones/minuto, un solo eje, un cilindro,
diametro del cilindro 50 mm, carrera cilindro
100 mm y alimentacion de combustible con in-
yeccién directa (Mantilla 2010).

Como equipo de medicién de flujo masico del
aire de admision, se seleccioné un anemome-
tro de precision con puerto de conexién PEC
007 con unidades de medida en m/s.

Se conectd una manguera flexible de igual dia-
metro del medidor del anemodmetro al sistema
de admisién de aire del motor (Figura 1), de
esta manera se midid la cantidad de metros/
segundo de aire que ingresa, los cuales fueron
convertidos a kg de aire.

Figura 1. Motor con manguera de admisidn de aire adaptada.

Fuente: Autores.
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Se fij6 un embudo a un soporte metdlico, y al
cuello del embudo se ensamblé una mangue-
ra que conecta directamente con el sistema
de admisién de combustible del motor (Figu-
ra 2). En el cuello del embudo se colocd una
marca con cinta (Figura 3) para determinar el

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
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momento justo en el que se debia accionar un
cronometro digital, el cual contabilizé el tiempo
de duracién de cada combustible empleado. El
crondmetro se accionaba al paso del combusti-
ble por la marca, en los momentos inicial y final
del consumo, con el motor en funcionamiento.

Figura 2. Adaptacién manguera de admisidon de combustible.

Fuente: Autores.

Figura 3. Embudo para control de combustible.

Fuente: Autores.
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Se instald una balanza electrénica, digital, porta-
til, de bateria, con unidad de mediciéon en gramos,
tres digitos y dos decimales, marca Kenwell, re-
ferencia EK5055, en ella se pesaron 100 gramos
de combustible en cada corrida del experimento.

Se empled biodiésel B100 de una empresa fa-
bricante autorizada, ubicada en Meta, Colom-
bia. Se empled diésel comercial B10 de una
empresa mezcladora de Cundinamarca. Las
empresas y sus productos cumplen con las
normas de calidad Norma Técnica Colombia-
na - NTC ISO Internacionales 5444/2018 so-
bre especificaciones de biodiésel para uso en
motores diésel (Icontec, 2018).

Las empresas mezcladora y fabricante, con
cromatografia de gases, indicaron que cada

Estufa eléctrica de 1

mol de B10 contiene 53,54% C, 46,12% H y
0,34%; y cada mol de B100 contiene 32,84%
C, 63,52% H y 3,64% O. Por razones de con-
fidencialidad, no es posible revelar el nombre
de estas entidades.

La demanda de 0,5 kW fue cubierta con cinco
bombillos marca Sylvania de 100 W cada uno,
conectados en paralelo (Figura 4).

De igual manera, para absorber la demanda
de 1 kW, se puso en funcionamiento una resis-
tencia de la estufa eléctrica marca Sonivox de
referencia VS-ES991, y para absorber la de-
manda de 1,5Kw se pusieron en funcionamien
juntos una resistencia de la estufa y los cinco
bombillos, como indica la figura 4, correspon-
diente al experimento propuesto.

kW cada resistencia Cinco bombillos de

o .
s
l

' ¥ YD

100W c/u

v 4
Embudo

Consumo de
0,5a1,5 kw

Alimentacicn

de JiTEw

Anemometro
adaptado

Alimentacion de
combustible

Beaker con

aaaaaaaaaaaa

combustible

Saporte
& R

digital

Planta eléctrica de 2,5 kW

Figura 4. Experimento propuesto.

Fuente: Modificado desde UYUSTOOLS (2020), LINIO (2020), IMEDICION (2020), MUNDO BASCULAS
(2020), BIASE (2020), QUERCUSLAB (2020) y VINTEX (2020).
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Se utilizaron datos de la humedad relativa RH%,
presion atmosférica y temperatura de la ciudad
de Pasto, proporcionados en tiempo real en su
pagina web, por el Instituto de Hidrologia, Meteo-
rologia y Estudios Ambientales IDEAM Colombia.

Métodos: se sometié una planta eléctri-
ca de 2,5 kW al uso independiente de dos
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combustibles y a diferentes generaciones
de potencia (Simmons, 2015). En cada tra-
tamiento se efectuaron cuatro corridas. En
estado de purga, se efectud cada corrida con
cada combustible, comenzando con 0,5kW
y aumentando paulatinamente hasta 1,5kW,
como se muestra en la Figura 5, que recrea el
experimento propuesto.

Figura 5. Corrida con generacion de 0,5 kW.

Fuente: Autores.

Se obtuvieron 24 observaciones de fraccion
molar, cada observacion se multiplicd respec-
tivamente, por la suma de los volimenes del
combustible y del aire de admision, el resul-
tado corresponde al CO, emitido en volumen.

Para lograrlo, se contabilizé el tiempo en el
gue se consumid el combustible. Este tiem-
po se multiplicé por el caudal de aire (m3/s),
para determinar el volumen y la masa de
aire m, real admitida en cada observacion;
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ademas, se hicieron las conversiones de
unidades necesarias. En cada observacion,
dada la escala de medicidén del anemoémetro,
el caudal se obtuvo de la velocidad promedio
del aire que ingresd al motor (m/s) multipli-
cado por el drea de la manguera de admisién
de aire. La mA se requirié para desarrollar
las formulas 4 y 6.

Posteriormente, se desarrolld la secuencia ex-
plicada en el cuadro 1.
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Procedimiento
analitico

1. Calculo de la
presién parcial
del vapor de agua:
Przor re,querldo
para féormula 2.

2. Calculo de Fraccion
molar del agua
en el aire: X,,,,
requerido para
formula 3.

3. Célculo del
coeficiente
estequiométrico
del vapor de agua
en aire admision:
n, requerido para
formulas 5y 7.

4. Determinacién
de la relacién real
(aire/combustible)

5. Determinacion de
la relacion tedrica
(aire/combustible)

6. Determinacion de
la relacion relativa
(aire/combustible)

7. Determinacion de
la fraccién molar
de CO, o factor de
emisién. También
porcentaje,
litros y kilos de
CO, promedio,
emitidos en cada
observacion.

Cuadro 1. Procedimiento analitico realizado.

Datos obtenidos para
desarrollar la férmula

Formula empleada Interpretacion

Dentro del Fuera del
experimento experimento
Formula 1
273,16
—log10(Pyz0) = 909685 (m_ 1) i Presion parcial Ninguno Temperatura
3,56654log,, (ZT”’“’) + del vapor de agua 9 ambiente en oK.
amb
0,87682 (@— 1) +0,21386
Tamb
, RH% * Py, RH%: Humedad
Formula 2 Xy,o = ——5 Fraccién molar ) relativa.
atm del | ai Ninguno .
Donde: RH%: Humedad relativa. P, : elagua en el aire Py Presion
Presidn atmosférica. atmosférica.
B 4,773Xy,0 .
Férmula 3 n= T-x . coeficiente
Hz0 estequiométrico . Fraccion molar del
Ninguno

agua en el aire: X

del vapor de agua H20

en el aire de admision

Donde: 4,773: es el 100% del contenido
de aire compuesto por Nitrégeno (79%)
y Oxigeno (21%).

mA: masa del

Férmula 4 (m,/m,.)
aire= volumen x

real

Relacion entre el aire

Donde: . . . .
] y el combustible que  densidad del aire. | Ninguno.
m,: masa del aire. ingresan al motor. mF: masa del
m.: masa del combustible. combustible=100g.
Férmula 5 m,: peso
- (a+2-5)(Mo, +3,773Mn, +nM,0) molecular aire.
a/Mp)s =
a.M +b.My+c.M, m,: Peso molecular
Donde: combustible.

Cada mol de

: Peso molecular Oxigeno. !
B10 contiene:

MOZ
M,,: Peso molecular Nitrégeno. Valor estequiométrico
MHZ

: ideal, hay combustién a=53,54%
o Peso molecular vapor agua. ideal, nay ustl ) Carbono, b=46,12%
M.: Peso molecular Carbono. completa, solo emite Ninguno. Hidrégeno,

CO, y H,0 en bajas

= (o i
cantidades. c=0,34% Oxigeno.

Cada mol de B100

M,,: Peso molecular Hidrégeno.
M,: Peso molecular Oxigeno.

a: contenido de Carbono. contiene:
b: contenido de Hidrégeno. a=32,84% Carbono,
: i i b=63,52%
c: contenido de Oxigeno. 2!
. -I Xlg. . Hidrogeno c=3,64%
n: coeficiente estequiométrico del vapor Oxigeno.

de agua en el aire.

A=1: combustion com-
pleta, situacion ideal.

Férmula 6 B L, . Relacion tedrica
(ma/mgp)rear _)‘<1: combustion Relacmn_real (aire/ (aire/combustible)
=W lnCC_)fT\’P|eta, mayor combustible) (m./m )
ALTREZS emisién de gases S
efecto invernadero.
Férmula 7

%Volg, = 100 * Xgo,
=100 a

b b ¢
1+A@773+m) (a+3-5) +

Donde:

a:
b:
c:
n:
de
A

contenido de Carbono.
contenido de Hidrégeno.
contenido de Oxigeno.

: coeficiente estequiométrico del vapor

agua en el aire.
relacidon aire/combustible.

Porcentaje de CO,
emitido, sobre el total
de la mezcla admitida
en el motor (litros de
combustible + aire).

n: contenido de
humedad de aire
de admision.

A: relacién aire/
combustible.

a: contenido
de Carbono.

b: contenido
de Hidrdégeno.

c: contenido
de Oxigeno.

Fuente: adaptado de Fonseca (2012). Medicién dinamica de emisiones. Formulas paginas 96 a 120.
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En la Tabla 1 se muestra un ejemplo de los da-
tos primitivos que arrojo el experimento, ob-
tenidos durante la observacién de la primera
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corrida con B10 y 0,5 kW, necesarios para el
desarrollo del procedimiento indicado en el
cuadro 1.

Tabla 1. Datos aleatorios de velocidad del aire de admisién para una observacion.

PRIMERA CORRIDA

Fecha: 13 septiembre 2016.

Datos velocidad del aire (m/s)

2:00PM - 3:18PM 0,66 0,68 0,67 0,64 0,65 0,65 0,67
S;’rr::rﬁ;b;:omése' 0,64 0,64 0,64 0,68 0,63 0,65 0,64
Generacion: 0,5 kW 0,65 0,66 0,67 0,64 0,67 0,66 0,64
Temperatura: 18,08 °C 0,67 0,65 0,66 0,64 0,63 0,66 0,66
Peso diésel: 100 g = 117,2058 ml 0,65 0,64 0,65 0,66 0,67 0,65
Humedad relativa: 0,57 0,66 0,65 0,66 0,64 0,65 0,64
Presion atmosférica: 820,86 hPa 0,64 0,64 0,63 0,65 0,65 0,64
Duracién (minutos): 15’3196 0,65 0,64 0,64 0,65 0,63 0,66

Promedio (m/s): 0,65

Fuente: Autores, observacién de la primera corrida del experimento con B10 y 0,5 kW

Analisis estadistico

Como soporte estadistico a los resultados, se
presentan las principales tablas que arroja
el software Statgraphics, dentro del analisis
ANOVA de efectos fijos para la fraccion molar
(Montgémery, 2004). Para verificar la normali-
dad de los datos de fraccién molar se efectué
la prueba de Shapiro-Wilks donde se conside-
raron la hipotesis nula y alternativa como:

Ho: X~N(u,02), la distribucion es normal.
H1: X~N(u,0?), la distribucion no es normal.

Se obtuvo un p > 0,05, por lo tanto, se acep-
té la hipdétesis nula Ho, comprobando que las
muestras de fraccion molar son normales,
tanto con el uso de diésel como de biodiésel.
Adicionalmente, de acuerdo con el test de Le-
vene, se expusieron las siguientes hipétesis:

Ho: 0?%., = 0

8100 varianzas iguales.
H1: 0%, # O°

varianzas diferentes.

B10/

B100 B10/
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Como se obtuvo un p > 0,05, se acepto la hi-
potesis nula Ho, por lo tanto, se observd que
las varianzas son iguales y existe el supuesto
de homocedasticidad.

Comprobar estas pruebas permitié desarro-
llar el procedimiento para la diferenciacién
de medias.

En la Tabla 2, se muestran: la media de frac-
ciéon molar de CO, para cada uno de los nive-
les de los factores; y los errores estandar de
cada media, que son una medida de la varia-
bilidad en el muestreo. Las dos columnas de
la extrema derecha muestran intervalos de
confianza del 95,0% para cada una de las me-
dias. Esta tabla indica que la fraccién molar
es mayor con uso de B10 y generando mayor
potencia (1,5 kW); ademas el error estadis-
tico es menor analizando el B100 y la menor
potencia 0,5 kW.
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Tabla 2. Medias por minimos Cuadrados
para fraccion molar CO, confianza del 95,0%.

Nivel Casos Media Esli:'::;ar Itiftirsr Sll-li:;irtiir
MEDIA GLOBAL 24 0,14699

Combustible

B10 12 0,155500 0,00128286 0,152805 0,158195
B100 12 0,138483 0,00128286 0,135788 0,141179
Potencia (kW)

0,5 8 0,113237 0,00157118 0,109937 0,116538
1 8 0,140700 0,00157118 0,137399 0,144001
1,5 8 0,187038 0,00157118 0,183737 0,190338
Combustible por Potencia (kW)

B10,0,5 4 0,119375 0,00222199 0,114707 0,124043
B10,1 4 0,147675 0,00222199 0,143007 0,152343
B10,1,5 4 0,199450 0,00222199 0,194782 0,204118
B100,0,5 4 0,107100 0,00222199 0,102432 0,111768
B100,1 4 0,133725 0,00222199 0,129057 0,138393
B100,1,5 4 0,174625 0,00222199 0,169957 0,179293

Fuente: Autores

Adicionalmente, la prueba de multiples rangos tablas 3 y 4. Con una confiabilidad del 95%, es
para fraccion molar de CO, por combustible in-  significativamente mayor la fracciéon molar del
dica diferencias significativas entre combusti- biodiésel B10, respecto del diésel B100, puesto
bles y entre potencias, como se muestra en las que no conforman grupos homogéneos.

Tabla 3. Método: 95,0% LSD para fraccién molar CO, por combustible.

Combustible Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
B100 12 0,138483 0,00128286 X
B10 12 0,155500 0,00128286 X

Fuente: Autores, resultados software Statgraphics

Tabla 4. Pruebas de multiples rangos para fraccién molar CO, por combustible.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

B10 - B100 * 0,0170167 0,00381159

* Indica diferencia significativa con 95% confiabilidad.
Fuente: Autores, resultados software Statgraphics
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El analisis estadistico efectuado en el software
Statgraphics, aplica un procedimiento de com-
paracion multiple para determinar cuales me-
dias son significativamente diferentes de otras.

Se han identificado tres grupos no homogé-
neos segun la alineacion de las X en colum-
nas; existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los niveles que no comparten
una misma columna de X.

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

El método empleado actualmente para discri-
minar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher
(Fisher, 1935). Con este método hay un riesgo
del 5,0% al afirmar que cada par de medias es
significativamente diferente. Asi, con una con-
fiabilidad del 95% se asegura que la fraccién
molar es mayor al generar mayor potencia (ta-
blas 5y 6).

Tabla 5. Método: 95,0% LSD para Fraccién molar CO, por Potencia (kW).

Potencia (kW) Casos Media LS
0,5 8 0,113237

1 8 0,140700

1,5 8 0,187038

Sigma LS Grupos Homogéneos
0,00157118 X
0,00157118 X
0,00157118 X

Fuente: Autores, resultados software Statgraphics

Tabla 6. Pruebas de Mdltiple Rangos para Fraccién molar CO, por Potencia (kW).

Contraste Sig.
05-1 *
0,5-1,5 *
1-1,5 *

Diferencia +/- Limites
-0,0274625 0,00466823
-0,0738000 0,00466823
-0,0463375 0,00466823

* Indica una diferencia significativa, con 95% de confiabilidad.

Fuente: Autores, resultados software Statgraphics

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

La Tabla 7, presenta datos atmosféricos y re-
sultados para cada combinacion: relacion rela-
tiva aire/combustible A, fraccién molar, trabajo
realizado, FE de CO,, y kg de CO, emitidos en
ml, g y ppm. La dispersién por cddigo de nivel
permite confirmar la hipotesis: “el factor de
emision de CO, es menor usando B100 com-
parado con B10".

También se observa que el factor de emision
de B10 obtenido en el experimento es diferente
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al factor de emision propuesto por el grupo in-
tergubernamental de expertos sobre cambio
climatico - IPCC, expresado en kg/T] y equiva-
lente al contenido de carbono multiplicado por
44/12 (Davies, et al , 2006), valor que se torna
en una constante dentro de cada tratamiento:
1,96 para B10 y 1,31 para B100.

De acuerdo con los resultados de la relacién
aire/combustible A, puede afirmarse que los
dos combustibles tienen combustion completa
con la generacién de 1 kW o menos (tabla 7),
lo que indica que, a mayor trabajo realizado,
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la combustién es cada vez mas incompleta, y
esto aporta al incremento porcentual de emi-

siones de CO, y otros gases.

Tabla 7. Datos y resultados para relacién relativa y fraccién molar o FE calculado.

DIESEL COMERCIAL B10

Potencia (kW)
Temperatura (oC)
Duracién (min)
Humedad relativa (%)
Presidon (hPa)
Relacion A=

Fraccién molar CO,=
Trabajo realizado (J)=
Factor emisién IPCC=
CO, emitido (g) IPCC=
Emisién CO, (ml)=

Emisién CO, (g)=

Emision (mg CO2/gr diésel)=

Emision (ppm)=

DIESEL COMERCIAL B10

Potencia (kW)
Temperatura (oC)
Duracion (min)
Humedad relativa (%)
Presion (hPa)
Relacion A=

Fracciéon molar CO,=
Trabajo realizado (J)=
Factor emisién IPCC=
CO, emitido (g) IPCC=
Emisién CO, (ml)=

Emisién CO, (g)=

Emisién (mg CO,/gr diésel)=

Emision (ppm)=

También puede inferirse que, a medida que
aumenta la demanda de potencia, incrementa

el factor de emision o fraccion molar de CO,.

PRIMERA CORRIDA

0,5
18,08
15,53

0,57
820,86
1,38
0,12
465.980
1,96
0
193,56
0,36
3,57

121.321

0,5
16,6
15,52
0,88
817,81
1,42
0,12
465.480
1,96
0
192,15
0,35
3,54

117.799

1
17,1
12,89
0,57
820,86
1,14
0,15
773.240
1,96
0
194,78
0,36
3,59

146.518

TERCERA CORRIDA

1
16,91
12,5
0,88
817,81
1,11
0,15
750.170
1,96
0
194,94
0,36
3,59

150.225

1,5
17,1
9,6
0,57

820,86
0,82
0,2

864.300

1,96
0
199,02
0,37
3,67

201.505

1,5
15,53
9,44
0,88

817,81
0,82
0,2

849.465

1,96
0
198,06
0,36
3,65

201.376

SEGUNDA CORRIDA

0,5
15,14
15,67
0,57

820,86
1,42
0,12

470.150

1,96
0
191,49
0,35
3,53

118.597

0,15
761.930
1,96
0
195,16
0,36
3,59

149.616

CUARTA CORRIDA

472.865
1,96
0
195,3
0,36
3,6

119.816

1
20,25
12,94

0,88
817,81
1,15
0,14
776.430
1,96
0
196,31
0,36
3,62

144.368

1,5
18,08
9,79
0,57
820,86
0,85
0,19
881.520
1,96
0
199,19
0,37
3,67

194.521

1,5
20,05
9,58
0,88
817,81
0,82
0,2
862.005
1,96
0
200,62
0,37
3,7

200.433

Promedios

17,13
12,69
0,57
820,86
1,12
0,15
702.853
1,96
0
195,53
0,36
3,60

155.346

Promedios

18,46
12,62
0,88

817,81
1,11
0,15

696.069

1,960
0
196,23
0,36
3,61

155.669
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BIODIESEL B100
Potencia (kW)
Temperatura (oC)
Duracién (min)
Humedad relativa (%)
Presion (hPa)
Relacién A=

Fraccién molar CO,=
Trabajo realizado (J)=
Factor emisiédn IPCC=
CO, emitido (g) IPCC=
Emisién CO, (ml)=
Emisién CO, (gr)=

Emisién (mg CO,/gr
biodiésel) =

Emision (ppm)
BIODIESEL B100
Potencia (kW)
Temperatura (oC)
Duracién (min)
Humedad relativa (%)
Presiéon (hPa)
Relacion A=

Fracciéon molar CO,=
Trabajo realizado (J)=
Factor emisién IPCC=
CO2 emitido (g) IPCC=
Emisién CO, (ml)=
Emisién CO, (gr)=

Emision (mg CO2/gr
biodiésel) =

Emision (ppm)

PRIMERA CORRIDA

0,5 1
26,15 24,38
15,1 12,19
0,32 0,32
818,49 818,49
1,25 1
0,11 0,14
452.880  731.560
1,31 1,31
0 0
170,24 169,97
0,31 0,31
3,14 3,13
109.882  135.843

TERCERA CORRIDA

0,5 1
17,5 18,48
15,09 12,36
0,32 0,32
818,49 818,49
1,29 1,03
0,11 0,13
452,640  741.460
1,31 1,31
0 0
165,55 166,84
0,3 0,31
3,05 3,07
106.767 = 131.410

1,5
22,61
8,77
0,32
818,49
0,71
0,19
788.925
1,31
0
170,35

0,31

3,14

185.282

1,5
19,07
9,51
0,32

818,49
0,78
0,17

855.810

1,31
0
168,11

0,31

31

169.642

SEGUNDA CORRIDA

0,5
21,82
15,2
0,32
818,49
1,29
0,11
455.880
1,31
0
167,83

0,31

3,09

107.050

Vol. 12 No. 2

1
19,26
11,83
0,32
818,49
0,99
0,14
709.850
1,31
0
167,35

0,31

3,08

136.877

CUARTA CORRIDA

0,5
22,61
15,46

0,32
818,49
1,32
0,1
463.670
1,31
0
168,28

0,31

3,1

104.613

1
20,64
12,43

0,32
818,49
1,04
0,13
745.740
1,31
0
167,81

0,31

3,09

130.811

julio - diciembre de 2021

1,5
18,28
9,01
0,32
818,49
0,74
0,18
810.975
1,31
0
167,99

0,31

3,09

178.712

1,5
15,73
9,64
0,32

818,49
0,81
0,16

867.300

1,31
0
166,3

0,31

3,06

164.906

Promedios

22,083
12,02
0,32
818,49
0,99
0,15
658.345
1,31
0
168,95

0,31

3,12

142.274

Promedios

19,01
12,42
0,32
818,49
1,05
0,13
687.770
1,31
0
167,15

0,31

3,08

134.691

Fuente: Autores. Datos obtenidos del experimento y de cdlculos de la presente investigacion

Con respecto a la fraccion Molar, en cada tra-
tamiento se observa que, al generar mayor

potencia, la fraccién molar del CO, el cual tien-

de a es mayor (ver Figura 6).
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Promedio fraccion molar CO, (%)

25,00%
19,95%
20,00% 17,46%
14,77%
15.00% 44 oa0; - 13,37%
T 10,71%
10,00%
5,00%
0,00%
B10 B100 B10 B100 B10 B100
0,5 kW 1,0 kW 1,5 kW

Figura 6. Fraccion molar con tres potencias generadas y dos combustibles empleados.

Fuente: Autores. Nota: B100 representa el biodiésel 100% y B10 el diésel comercial.

También se observa que, en el caso de diésel co-
mercial B10, la cuarta corrida generé mas emi-
siones, no necesariamente por fatiga del motor,
dado que en el caso de B100 la primera corri-
da gener6 mayor cantidad de CO,. Cabe acla-
rar que, al generar mayor potencia, hay mayor
emision de CO, revisando la (Figura 7), lo cual
se explica porque, al generar mas potencia, el
motor consume mayor cantidad de diésel y, por
consiguiente, emite mayor cantidad de CO,

Con el uso de B100 se emiti6 mayor cantidad
de CO, en la primera corrida de la mayor po-
tencia generada. Con potencias de 0,5 kW y
1,0 kKW, en la tercera corrida, se emitié menor
cantidad de CO, (Figura 8). Esto indica que la
leve diferencia de emision entre corridas, en
milésimas de gramo de CO,, puede deberse a
variaciones imperceptibles en la preparacion
de cada corrida.

Emisién CO, con B10 (gr)

0,375
0,37
0,365
0,36
0,355
0,35
0,345
0,34
- N o <

gramos de CO, emitidos

0,5

1 I
2 I
3 I
4 I
1 I
2 I
3 I
4 I
Promedios I

1 1,5

Numero de corrida y kW generados

Figura 7. Comparacién emisién de CO, entre corridas con B10.

Fuente: Autores, resultados del experimento obtenidos en Statgraphics.
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Emisiéon de CO, con B100 (gr)

~— N 2] <

0,5 1 1,5
Numero de corrida y kW generados

0,316
0,314
0,312
0,31
0,308
0,306
0,304
0,302
0,3

Gramos de CO, emitidos

~ N ™ <~ = N (32 <

Promedios

Figura 8. Comparacién de emisién de CO, entre corridas con B100.

Fuente: Autores. Resultados del experimento obtenidos en Statgraphics.

La Fraccion molar explica el trabajo realizado en el 96% y 81%, Con B10 y B100, respectivamente
(ver Figura 9).

Regresién: Trabajo realizado vs Fraccion molar

7o)

TR

Fraccién molar |

0 100.000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000 900000 1.000.000

Trabaijo realizado (julios) @®B100 @ B10

Figura 9. Influencia del Trabajo realizado sobre la Fraccién molar.

Fuente: Autores. Resultados del experimento obtenidos en Excel.

En igual volumen, si se utilizan los combus- La temperatura ambiente, la humedad relativa
tibles B10 y B100 independientemente en el vy la presidn atmosférica, inciden en forma inci-
mismo motor, se consumen en el mismo tiem-  piente en la emisién de CO, generada por com-
po, siempre y cuando funcionen en las mismas bustién de diésel o biodiésel, pues la fraccién
condiciones ambientales y sean sometidos al molar varié entre las diferentes repeticiones, en
mismo trabajo. cantidades pequenas contadas en centésimas.
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Discusion

Por una parte, las diferencias en las estimacio-
nes de CO, de Gutiérrez (2016), 2,6 kg/I; IPCC
20.200 g/GJ (IPCC, 2011); Orovio, 28 g/l km
(Orovio, 2010); y de la presente investigacion,
4,15 g/l con B10. Al aplicar el FE de IPCC meto-
dologia nivel dos (Harnisch, 2006), las emisio-
nes presentan valores bajos, comparadas con
resultados del experimento.

El FE de EPA-USA es de 1,15, multiplicado por |b
de diésel empleado en cada HP-h (EPA, 2010).
Asi, al generar los siete caballos de fuerza del
motor, durante 12,6 min promedio, con 100 g
de diésel, se emiten 1,298 g de CO,: el tri-
ple del promedio de emisién obtenido, 0,361 g
de CO,. Esta es la metodologia con resultados
mas parecidos a los de este experimento.

Por otra parte, respecto al beneficio ambiental
de B100 sobre B10, UpTown Qil de Paris, cree
que sustituir diésel por B100 obtenido de acei-
te usado de cocina ACU, ahorra 80% emisiones
de CO, (Uptown, 2014), al contrario, Ulusoy,
como cita Enweremaduen, explica que incre-
menta en 2,6% (Enweremadu y Rutto, 2010).

El Departamento de Energia de los EE. UU.
(DOE), afirma que el B100 producido con soya
emite 2.661 g CO,/gal y el diésel 12.360 g CO,/
gal (DOE, 2014).

Dorado, et al (2003) explican que el B100 emite
8,6% menos de CO,. En Washington se observo
que, en un motor a 3.000 rpm hubo una dismi-
nucion de CO, del 10% usando B100 (Zafer et
al., 2007), ademas la mayor concentracion de
CO, se presentd en la mezcla B50 en cualquier
rpm (Chang & Chan, 2007). El presente experi-
mento obtuvo un ahorro de entre 2% y 8% de
emisiones CO, usando B100 a cambio de B10.

En produccion, transporte y comercializacion,
B10 y B100, emiten similares cantidades de CO,;

sin embargo, las plantaciones para obtener acei-
te como materia prima de B100 consumen canti-
dades considerables de CO, (Acosta, 2018).

Ademas de la reduccién de hasta el 8% las
emisiones de CO, en gases de escape, se redu-
cen las emisiones de este gas en todo el proce-
so de obtencidon del B100.

Finalmente, acerca de la responsabilidad social,
es necesario que las empresas de transporte
con diésel sustituyan paulatinamente B10 por
B100, debido al ahorro porcentual de emision,
en las condiciones actuales, aunque el consu-
mo de B100 sea menor al generar el mismo
trabajo, el costo de un galon de biodiésel es de
pesos colombianos 11.515,16 mientras que el
costo del B10 es de 8.388 pesos colombianos
por galéon (FEDEBIOCOMBUSTIBLES, 2020).

4. CONCLUSIONES

La fraccion molar o factor de emisién, y la
emision de CO, son significativamente meno-
res cuando el combustible, sea B10 o B100,
tiene presencia de oxigeno, y mayor pro-
porcién de hidrégeno que de carbono. Por lo
tanto, se reduciria la emisién de CO, si las
empresas productoras y mezcladoras de com-
bustibles apuntan sus metas al alcance de es-
tas proporciones.

En la presente investigacién el uso de diésel
B10 presenta una mayor emision de CO, res-
pecto del uso del biodiésel B100, debido a la
composicion molecular de los combustibles.

Las emisiones globales de CO,, provenientes
de la combustion de biodiésel en motores de
compresion y automotores diésel, se reduci-
rian si se sustituyera todo el combustible B0
a B10 por combustible B100, a esta reduccién
se sumara la minimizacion lograda en el pro-
ceso de obtencién de biodiésel en sustitucion
del proceso de obtencidon de combustible fosil.
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Teniendo en cuenta que esta sustitucion apor-
tara a las metas del protocolo de Kioto y la
Cumbre de Paris, y ante a la creciente deman-
da de biodiésel, la implementacién y desarrollo
de empresas procesadoras de biocombustibles
constituye una alternativa 6ptima. Ademas, si
el B100 se obtiene de biomasa reciclada, se
tendran beneficios ambientales, econdmicos y
sociales de alto impacto.

El IPCC debe incluir en su metodologia el pro-
ceso analitico para la determinacién del factor
de emision, dado que actualmente solo entre-
ga valores preestablecidos para multiplicarlos
por el consumo de combustible, lo cual no ge-
nera confiabilidad en la medicién de emisio-
nes de CO,.

Independientemente de la escala de medi-
ciéon de emisiones de CO,, es importante lo-
grar mezclas con menor cantidad de carbonos,
aunque incremente el contenido de hidrégeno
y oxigeno. Por lo tanto, se debe incentivar el
uso de biocombustibles que tienden a mezcla
tipo B100.

Por su parte, el motor empleado se debe utili-
zar para generar potencias iguales o0 menores
de 1 kW, para generar combustidon completa y
minimizar las emisiones de CO, y otros gases.

Aunque las empresas de transporte tengan
la voluntad de emplear combustible B100
para minimizar la emisién de CO,, actual-
mente dicho el costo no permite adoptar esta
politica ambiental por efectos negativos en
la economia de las empresas, a no ser que,
por implementar esta medida ambiental, se
incursione en el sistema de bonos de carbo-
no, lo cual, posiblemente produciria utilidad.
No obstante, este analisis debe ser objeto de
futuras investigaciones.
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RESUMEN

Contextualizaciéon: en la industria y secto-
res tecnoldgicos se utiliza una gran cantidad de
productos quimicos, generando riesgos para la
salud de quienes estan expuestos. Esto puede
inducir alteraciones dependiendo de la concen-
tracion, manipulacién, exposicién, susceptibili-
dad del trabajador. Estos agentes quimicos pue-
den producir una diversidad de efectos irritantes
alérgicos, toxicos e incluso cancerigenos.

Vacio de investigacion: el desconocimiento
de la peligrosidad sumado a las condiciones de
operacion de sustancias quimicas cancerige-
nas que se presentan en el ejercicio de las ac-
tividades diarias en la industria puede afectar
la salud Humana.

Proposito: el objetivo del estudio es identifi-
car y clasificar el riesgo relacionado con esas
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sustancias quimicas en una planta procesado-
ra de alimentos carnicos en el departamento
del Cauca (Colombia).

Metodologia: en una primera fase de diag-
nostico se realizdé una busqueda de informacién
en bases de datos especializadas. La segunda
fase se desarrolla a partir de la informacion
recolectada mediante el inventario de sustan-
cias quimicas en la planta, que se encuentran
distribuidas en diferentes sitios de almacena-
miento en los que existe una probabilidad de
exposicion. Para identificar la estimaciéon del
riesgo quimico se aplicé un andlisis cualitativo
mediante la utilizacion del criterio de caracte-
rizacion de riesgos “caja de herramientas de
control quimico internacional”. Posteriormente
se hizo una revisidn de normatividad que rige
en Colombia relacionada a la manipulacién,



Angela Daniella Arias Daza, Efren Venancio Ramos Cabrera, Zuly Yuliana Delgado Espinosa
Identificacidn y clasificacién de sustancias quimicas cancerigenas en una planta procesadora de alimentos carnicos

aplicativos y requisitos correspondientes de
estas sustancias, estableciendo medidas de
control y prevencién necesarias a la naturale-
za quimica de estos agentes.

Resultados y conclusiones: mediante el in-
ventario, se identificaron 407 sustancias pre-
sentes en la planta, de las cuales un 6 % no
representan clasificacion peligrosa, el 91% se
clasifican dentro de sustancias quimicas peli-
grosas y un 3% corresponde a sustancias qui-
micas con potencial efecto cancerigeno por sus
propiedades toxicoldgicas y efectos especificos
sobre la salud humana. Mediante la evaluacién
de riesgo se tuvo en cuenta la combinacion de
factores de peligro para la salud y exposicidon
potencial que determinan el nivel de control de-
seado, dividida en cuatro niveles de abordaje
(1, 2, 3, 4) siendo el abordaje 4 de conside-
racion especial por ser el punto mas critico y
de mayor peligrosidad. Finalmente, se determi-
nd que las sustancias de mayor atencién en la
planta son: el cemento portland, DQO solucién
B, Gasolina, Sikadur 32 Primer Comp B, Sikadur
Panel Comp B, por estar dentro de abordaje 4.

Palabras clave: riesgo, peligro de exposicion,
evaluacion del riesgo quimico, sustancias qui-
micas peligrosas, sustancias cancerigenas

ABSTRACT

Contextualization: A large number of chemi-
cal products are used in industry and technolo-
gical sectors, generating health risks for those
who are exposed, and may induce alterations
depending on the concentration, manipulation,
exposure, and susceptibility of the worker. These
chemical agents can produce a variety of irrita-
ting allergic, toxic and even carcinogenic effects.

Knowledge gap: Lack of knowledge of the
danger, together with the operating conditions
of chemical carcinogenic chemicals that occur
in the exercise of daily activities in the industry

may affect human health.

Purpose: The objective of the study is to iden-
tify and classify the risk related to these che-
mical substances in a meat food processing
plant in the department of Cauca (Colombia).

Methodology: In the first stage of diagnosis,
an information search was carried out in specia-
lized databases; in the second stage it was de-
veloped from the information collected through
the inventory of chemical substances in the
plant, which are distributed at different storage
sites where there is probability of exposure. To
identify the chemical risk identification, a qua-
litative analysis is applied using the risk cha-
racterization criterion “international chemical
control toolbox”. Subsequently, a review of the
regulations in force in Colombia related to the
handling, applications and corresponding requi-
rements of these substances was made, esta-
blishing necessary control and prevention mea-
sures for the chemical nature of these agents.

Results and conclusions: Through the inven-
tory, 407 substances present in the plant were
identified, 91% of which are classified as dange-
rous chemicals and 3% corresponds to chemi-
cals with a potential carcinogenic effect. The risk
assessment took into account the combination
of risk factors for health and potential exposure
that determines the level of control desired, divi-
ded into four levels of approach (1, 2, 3, 4), with
approach 4 being considered Special for being
the most critical and most dangerous point. Fi-
nally, it was determined that the substances of
greatest attention in the plant are: portland ce-
ment, COD solution B, Gasoline, Sikadur 32 Pri-
mer Comp B, Sikadur Panel Comp B, for being
within the approach 4.

Keywords: Risk, exposure hazard, chemical
risk assessment, dangerous chemical subs-
tances, carcinogenic substances
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1. INTRODUCCION

En el mundo, las sustancias quimicas se utilizan
en casi todos los sectores productivos, siendo
aplicadas regularmente en procesos industria-
les. Un gran porcentaje de estas sustancias
es considera como peligrosas, debido a que
algunas de sus caracteristicas o propiedades
afectan al ambiente y la salud humana. Se han
identificado mas de 25 millones de sustancias
quimicas peligrosas, de las cuales se comercia-
lizan y estan registradas 100.195 en la Unién
Europea (Sistema globalmente armonizado de
Clasificacion y etiquetado de productos qui-
micos, 2013). Las empresas han usado hasta
30.000 de estos productos, de los que el 66%
no se les ha realizado pruebas toxicoldgicas y
el 21% de las sustancias de mayor demanda en
la produccion carecen de informacion toxicolo-
gica (Calera y Alonso, 2005). De las sustancias
quimicas registradas que presentan efectos
toxicoldgicos conocidos, 350 son cancerigenas
(Naciones Unidas, 2015).
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La investigacion del cancer ocupacional ha
sido poco abordada, a pesar de que su descu-
brimiento fue hace mas de dos siglos cuando
Percivall Pott por los afios de 1775, mediante
una serie de observaciones, demostro la exis-
tencia de cancer de escroto en unos operarios
gue tenian como oficio la limpieza de chime-
neas en Londres, enfermedad ocasionada por
la exposicion a agentes ambientales proceden-
tes de su labor (Arroyave E, 2010). El riesgo de
exposicién a agentes quimicos se puede pre-
sentar en diferentes dreas de una empresa, es
decir, no solo esta asociado a la manipulacién
directa de las sustancias, sino en cualquier
otro sector del ambiente de trabajo (Cabrera y
Alvarez, 2018). La principal via de exposicidon
se da a través de la inhalacién, debido a la
volatilidad de las sustancias, puesto que sus
particulas se pueden dispersar en el aire con
mayor facilidad, depositandose en las vias res-
piratorias. Consecutivamente, también puede
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haber riesgo dérmico o por ingestion asociado
a su naturaleza, lo que demanda tomar medi-
das preventivas en cuanto a su manipulacién
(Kim. M y Sang. H 2018; UNION SINDICAL DE
MADRID REGION DE CC.00, 2006). Segun la
Organizacion Internacional del Trabajo (OIT)
a nivel mundial se calcula que, de 2 millones
de muertes laborales que ocurren cada afio en
el mundo, 440.000 se producen como resul-
tado de la exposiciéon a sustancias quimicas
(PNUMA, 2007). En el 2003, la Unién Europea
reportd que se producen anualmente 32.000
muertes por cancer, 16.000 enfermedades
cutaneas, 6.700 enfermedades respiratorias,
500 enfermedades oculares y 570 enfermeda-
des del sistema nervioso central (Sanchez y
Peldez, 2014)

El Consejo Colombiano de Seguridad CIS-
PROQUIM, informd que en el primer semes-
tre del 2011 se recibieron 4492 reportes de
emergencia, con un aumento del 13% con
respecto al mismo periodo del afio 2010, en el
que se reportaron 3974 casos (CISPROQUIM,
2012). El Ministerio de la Proteccion Social de
Colombia a través del Instituto Nacional de
Cancerologia, ha desarrollado desde el afio
2013 el proyecto “Sistema de Vigilancia Epi-
demioldgica del Cancer Ocupacional” (SIVE-
CAOQ) debido al problema de salud publica a
nivel mundial de cancer ocupacional (Ministe-
rio del Trabajo, 2014; Gil, Gamboa y Orejue-
la, M, 2015 ). Segun datos reportados por el
fondo colombiano de enfermedades la Cuen-
ta de Alto Costo (CAC), en Colombia hubo
275.348 personas diagnosticadas con cancer
durante el periodo analizado (2 de enero de
2017 al 1 de enero del 2018). Durante este
periodo se reportaron 37.630 casos nuevos
y 19.814 personas con diagndstico de cancer

fallecieron. El cancer de mama, de prosta-
ta, y los tumores en la piel fueron los mas
frecuentes entre la poblacion atendida en el
sistema de salud de Colombia en el mismo
periodo (Ministerio de salud, 2018).

El presente estudio se realizé en una planta
procesadora de alimentos carnicos del depar-
tamento del Cauca (Colombia). Aunque las
principales actividades desarrolladas en la or-
ganizacién no estan relacionadas directamen-
te con procesos quimicos en los que se involu-
cre el uso de sustancias peligrosas, requieren
el uso de una amplia variedad de estas, que se
encuentran en los diferentes almacenes den-
tro de la empresa, lo cual hace que parte de
sus empleados se encuentren expuestos tanto
directa como indirectamente. Por lo tanto, el
objetivo del estudio fue identificar y clasificar
las sustancias quimicas y, de este modo, poder
analizar los niveles de riesgo de algunos agen-
tes cancerigenos que se emplean en activida-
des diarias en la empresa.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarroll6 en una planta de deri-
vados carnicos, mediante diferentes fases que
incluyen: (1) descripcién de las caracteristicas
generales de la poblacién; (2) diagnostico me-
diante la descripcién cualitativa de las sustan-
cias quimicas peligrosas con especial atencién
en las sustancias cancerigenas; y (3) analisis
de la informacién recolectada

Para la primera fase, se realizd6 una busque-
da bibliografica en bases de datos especializa-
das como Pubmed, Scopus, proquest, Scielo,
Google scholar y paginas web institucionales
como la International Agency for Research on
Cancer (IARC)y la Organizacion Mundial de la
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Salud (OMS) (Figura 1), asi como reportes de
entes gubernamentales. También se hizo una
descripcion de las caracteristicas generales de
la poblacién, se tomdé como referencia la base
de datos suministrada por la empresa tanto

Aplicacion de palabras claves:

- Riesgo

-Peligra de exposicidn
-Evaluacidn del riesgo guimico
-zustancias quimicas peligrosas

Fa “y i "y

i, A
i i

) Mdrnero de registros
BASES DE DATOS identificadaos
ELEGIDAS | (n=207) B
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del inventario como del personal expuesto a
riesgo quimico en cada una de las areas labo-
rales, en este punto se considerdé importante
el tiempo y cantidad de sustancia a la que se
encuentra en exposicion.

articulos excluidos por no
curnplimiento de criterics de estudio;
- exposzicidn labara

- Relacidn de exposicidn v efecta

(n= 123

| Seleccién final de
docurmentos usadaos
para el estudic
9 n= 23 y

Mdrmero de registms-.
identificadaos
[n= 84]

i Wrticulos
Pubmed, Scopus, Proquest,
Scielo, google =colar,
paginas institucionales

- Antigledad

(n=&1 1

excluidos
curnplimiento de criterios:

- Idioma (Ingles, Espafiaol)

por  no

Figura 1. Resumen de busqueda y seleccidn de literatura utilizada en el estudio.

Fuente: Autores

La fase de diagndstico se realizd mediante una
serie de visitas a los diferentes almacenes en la
planta, donde se logrd la actualizacion del in-
ventario, la identificacién y clasificacion del tipo
de producto quimico, las condiciones de infraes-
tructura de las zonas del almacén, el estado de
los envases de las sustancias quimicas, las co-
rrespondientes fichas de seguridad, ademas se
inspeccionaron los procedimientos de trabajo
que practican mediante listas de chequeo.

Para el analisis de la informacién obtenida se
tuvo en cuenta las caracteristicas de estudio
como: bandas de peligro, rangos y exposicio-
nes potenciales, fichas guias para las estrate-
gias de control, mediante la aplicacion de los
fundamentos de la evaluacién cualitativa por el
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método COSHH ESSENTIALS (Instituto Nacio-
nal de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INS-
HT), 2017; Guananga. A, 2019;Herrick, 1998)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de las caracteristicas generales de
la poblacion: en la planta procesadora de ali-
mentos carnicos se encuentra una poblacién
trabajadora de 228 personas en la totalidad
de sus areas. La empresa cuenta con 20 alma-
cenes donde se acopian los diferentes produc-
tos. La revision del inventario de cada uno de
los almacenes y el chequeo de la informacion
encontrada en la ficha de datos de seguridad
permitio determinar que en siete de los alma-
cenes hay de sustancias quimicas clasificadas
como peligrosas (Tabla 1).
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Tabla 1. Sitios de almacenamiento de riesgo potencial.

N° Almacenes PE* Clasificacion
1 Almacén General de Lubricantes
2 Almacén de Lubricantes Simout
3 Almacén de Obras Civiles Pinturas MasterPlac 5 Primaria
4 Almacén de Obras Civiles Morteros MasterPlac
5 Herramientero Mantenimiento
6 Centro de Analisis 3
Secundaria
7 Cuarto Ondina PTAR 2

* Personas expuestas

Fuente: Autores.

Como se muestra en la Tabla 1, se determino
que los almacenes generales de lubricantes, lu-
bricantes Simout y obras civiles pinturas Mas-
terpac son los lugares con mayor capacidad de
abastecimiento de sustancias quimicas y co-
rresponden a una clasificacién primaria. Den-
tro de la clasificaciéon secundaria, con menor
contenido de productos quimicos, se hallan los
almacenes de herramientero-mantenimiento,
centro de andlisis y cuarto ondina Planta de
tratamiento de aguas residuales (PTAR). En-
contrandose siete personas con exposicién di-
recta y constante al manipular o supervisar las
areas de almacenes.

Diagnostico mediante la descripcion cualitati-
va de las sustancias quimicas cancerigenas: se
identificaron 407 sustancias quimicas (Figura
2), de las cuales solo un 6% no representan
clasificacion peligrosa y el 91% son potencial-
mente peligrosas, segun su composicion fisi-
co-quimica, propiedades toxicoldgicas y efec-
tos especificos sobre la salud humana.

Se evidencid que un 3% (11 sustancias) de los
productos que se manejan en actividades dia-
rias se consideran cancerigenos y altamente
téxicos. Los riesgos para la salud de quienes
estan expuestos a este tipo de sustancias en

su trabajo es un tema que cada dia cobra mas
importancia porque, en la actividad diaria, al
inhalar, manipular o estar cerca de sustancias
guimicas durante su vida laboral, se pueden
inducir en el trabajador alteraciones en la via
aérea dependiendo de la concentracién, mani-
pulacion, exposicion, susceptibilidad del traba-
jador. Estos agentes quimicos pueden producir
una diversidad de efectos irritantes alérgicos,
toxicos e incluso cancerigenos (Fierro Valle,
2019; Pratt, 2002).

3%

6%

H Peligrosas
H Cancerigenas

M Otras

91%
Figura 2. Caracterizacion de sustancias quimicas.
Fuente: Autores.

En la tabla 2, se hace un listado de las 11
sustancias cancerigenas y los hallazgos mas
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representativos, como lo es su estado de la
materia, la cantidad que se maneja por mes y
clasificacion de potencial cancerigeno, segun la
clasificacion de la categoria del Sistema Global-
mente Armonizado (SGA) (Decreto N° 1496 de
2018). La sustancia con mayor uso y exposicion
es el cemento Portland, con una cantidad de
rotacion aproximada de 400 kg por mes, que
ademas esta categorizada como 1A, es decir,
un producto altamente peligroso debido a su
composicion porque puede contener trazas de
silice cristalina respirable y cromo hexavalen-
te, que estan clasificados como carcindgenos
para los seres humanos por las Notas Técni-
cas de Prevencién (NTP) y el Centro Internacio-
nal de Investigaciones sobre el Cancer (IARC)

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

(Domingo-Pueyo et al., 2014, International
Agency for research on Cancer, 2012).

El Cemento portland puede generar polvo res-
pirable durante su manejo; sin embargo, una
sobreexposicidén podria causar neumoconiosis,
una enfermedad respiratoria causada por in-
halacion de este mineral, o silicosis, una enfer-
medad respiratoria generada por inhalacion de
polvo de silice, situaciones que conllevan a la
inflamacion vy fibrosis del tejido pulmonar (Al-
varez, A. et. al 2017; Rahmani et. al 2018). La
exposicién a polvo respirable se debe monito-
rear y controlar para evitar dafios pulmonares
en trabajadores expuestos (Domingo-Pueyo et
al, 2014; Argos, 2012).

Tabla 2. Sustancias quimicas cancerigenas (* 1A: Cancerigeno para humanos

2: Probablemente cancerigeno para humanos).

Nombre comercial Estado Categoriat Cantidad/mes
Agar YGC Agar Sélido 2 8 kg
Cemento Portland Sélido 1A 400 kg
Diclorometano Liquido 2 1L
DQO Solucién B Liquido 1A 0.5L
Gasolina Liquido 2 7.6 L
Loctite 243 Liguido 2 0.05L
Loctite 515 Liquido 2 0.05L
Sikadur 32 Primer Comp A Sélido 2 2 kg
Sikadur 32 Primer Comp B Sélido 2 2 kg
Sikadur Panel Comp A Sélido 2 2 kg
Sikadur Panel Comp B Sélido 2 2 kg

Fuente: Autores

Se realiz6 una amplia revisidn de literatura so-
bre la gestidn de riesgo quimico y, se recolectd
informaciéon del inventario y de inspecciones
en las diferentes areas de almacenamiento de
la planta. Después de este proceso, se aplica-
ron los formatos para identificacion del riesgo,
a través de la lista de chequeo de seguridad,
en la utilizacién de productos quimicos basada
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en la evaluacién cualitativa por el método
COSHH ESSENTIALS (Control of Substances
Hazardous to Health). Esta es una metodolo-
gia de evaluacion de riesgos para identificar la
medida de control adecuada, que ayuda a las
empresas a cumplir las normativa sobre con-
trol de sustancias (Instituto Nacional de Segu-
ridad e Higiene en el Trabajo (INSHT), 2017;
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Guananga, 2019; Herrick, 1998). En esta etapa
se tuvieron en cuenta variables de evaluacién
del riesgo; condiciones de utilizaciéon y medios
técnicos de control, envasado y etiquetado de
los productos quimicos; plan de emergencia; y
la vigilancia de la salud, formacién e informa-
cién a los trabajadores.

Tratamiento y analisis de la informacion: se
realizé un analisis cualitativo de las sustancias
quimicas cancerigenas utilizadas en la empre-
sa mediante la metodologia simplificada del
riesgo quimico de la “caja de herramientas de
control quimico internacional” orientada por la
Organizacion Internacional del Trabajo, que es
una guia especifica para establecer un esque-
ma de proteccidn en el lugar de trabajo (Inter-
national Labour Organization (ILO), 2017).

De esta manera se considera la exposicién
a sustancias quimicas peligrosas por via

Toxicologia Exposicién

inhalatoria y via dérmica. En el desarrollo del
estudio se hizo especial énfasis en el manejo
del cemento Portland por las cantidades que
se manejan, el personal expuesto y la falta de
control en los elementos de proteccién perso-
nal. Por este motivo, las herramientas para la
gestiéon del riesgo quimico (Instituto Nacional
de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT),
2017), consideran factores relacionados con la
exposicion por ambas vias, y establecen un ni-
vel de riesgo que se asocia a una estrategia de
control para su uso (Figura 3). Estos factores
forman el corazon del método de “control ban-
ding” desarrollado por HSE (Health and Safety
Executive) y COSHH Essentials. Para el analisis
de los datos se realizd un estudio cualitativo
en cuatro etapas necesarias para evaluar la
volatilidad de las sustancias que representan
mayor riesgo en la salud de los trabajadores.
En este estudio cualitativo se tienen en cuenta
los factores mencionados en la Figura 3.

Nivel de
riesgo

Medidas
de control

Figura 3. Factores considerados en el procedimiento de evaluacién de riesgo quimico.

Fuente: Autores.

e Etapa 1: peligro para la salud.

En esta etapa se realizd una clasificacion de
las sustancias quimicas de interés seguin su
afectacion a la salud, los métodos cualitati-
vos de evaluacion de riesgos, parten de los
criterios toxicoldgicos y por tanto de los efec-
tos para la salud, para establecer los distintos

niveles o bandas de peligro, el método COS-
HH Essentials establece cinco bandas: A, B,
C, D y E. Cada una de las cinco bandas (A-
E) representa un intervalo de concentracién
de distribucién logaritmica, que se alcanzaria
cuando se emplean los métodos de control
adecuados y por tanto sera el rango objetivo.
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Por ejemplo: la banda de peligro B representa
un rango objetivo de 0,1 a 1 mg/m?3 para pol-
vo, que seria el rango de exposicién si se em-
pleara un sistema de extraccion localizada,
banda de control o abordaje 2. Asi, las frases
de riesgo (Frases R) se distribuyen dentro de
esas cinco bandas o intervalos de concen-
tracion. Asignaciéon de Frases R a las bandas
o0 grupos de peligro). (Instituto nacional de

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

seguridad e Higiene en el trabajo, 2017. p 31).
De acuerdo a lo estipulado por las frases de
riesgo para las sustancias quimicas median-
te el uso de las tablas de correspondencias
se presenta la tabla de clasificacién de riesgo
para las 11 sustancias quimicas estudiadas,
se tuvo en cuenta la clasificacién de dichas
sustancias mediante sus etiquetas y fichas de
datos de seguridad.

Tabla 3. Clasificacidon en grupos de riesgo segun frases R

N° Sustancia
1 Agar YGC Agar
Cemento Portland

Diclorometano

A W N

DQO Soluciéon B
Gasolina
Loctite 243
Loctite 515

Sikadur 32 Primer Comp A

O 0 N o Uun

Sikadur 32 Primer Comp B
10 | Sikadur Panel Comp A

11  Sikadur Panel Comp B

Grupo de riesgo*
D
C,E&S
A&D
C,D, E&S
B,E&S
D&S
D&S
D&S
D,E&S
D&S
C, D E&S

*(A: 1-10 mg/m3 polvo;50-500 ppm vapor B: 0,1-1 mg/m3 polvo; 5-50 ppm vapor C: 0,01-0.1 mg/m3 polvo; 0,5-5
ppm vapor D: 0,01 mg/m3 polvo; 0,5 ppm vapor E: Buscar asesoramiento experto S: Prevencién o reduccion de la
exposicién dérmica y ocular (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo , 2017. p 33).

Fuente: Autores.

e Etapa 2: exposicion potencial.

En esta etapa se realizé la distribucién de
sustancias segun la cantidad usada y la vo-
latilidad o pulverulencia. En la cantidad utili-
zada, se determina la practicidad y facilidad
mediante niveles muy alto, alto, medio, bajo,
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evidenciadas en la Tabla 4. En la segunda
banda se encontraron los rangos de exposi-
ciéon y exposiciones potenciales, mediante el
uso de propiedades fisico-quimicas (volatili-
dad y pulverulencia), como se muestra en la
Tabla 5.
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Tabla 4. Clasificacion escala de uso.

Sustancia Estado Cantidad Escala de uso*
Agar YGC Agar Sélido kg Medio
Cemento Portland Sdlido kg Medio
Diclorometano Liquido mL Bajo
DQO Soluciéon B Liquido mL Bajo
Gasolina Liquido L Medio
Loctite 243 Liquido mL Bajo
Loctite 515 Liquido mL Bajo
Sikadur 32 Primer Comp A Sélido kg Medio
Sikadur 32 Primer Comp B Sélido kg Medio
Sikadur Panel Comp A Sdlido kg Medio
Sikadur Panel Comp B Sélido kg Majo

* Muy Alto:4 Alto:3 Medio:2 Bajo:1 (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo , 2017).

Fuente: Autores

Tabla 5. Clasificacion de volatilidad.

Sustancia Estado *CCP *Volatilidad
Agar YGC Agar Sélido Baja

Cemento Portland Sélido Aalta

Diclorometano Liquido Alta
DQO Solucién B Liquido Baja
Gasolina Liquido Media
Loctite 243 Liquido Baja
Loctite 515 Liquido Baja
Sikadur 32 Primer Comp A Sélido Baja

Sikadur 32 Primer Comp B Sélido Baja

Sikadur Panel Comp A Sélido Baja

Sikadur Panel Comp B Sélido Baja

* CPP:Capacidad para convertirse en polvo; Volatiliada (Muy alta: 1-10 mg/m? polvo;50-500 ppm vapor, Alta: 0,1-1
mg/m?3 polvo; 5-50 ppm vapor Media: 0,01-0.1 mg/m?3 polvo; 0,5-5 ppm vapor Baja: 0,01 mg/m?3 polvo; 0,5 ppm va-
por) (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo , 2017. p 33).

Fuente: Autores.

e Etapa 3: Evaluacion de riesgos genérica. peligro para la salud y exposicion potencial
Para la etapa de evaluacién de riesgo se tuvo que determinan el nivel de control deseado.
en cuenta la combinacién de factores de Se determinaron cuatro niveles (Abordaje 1,
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Abordaje 2, Abordaje 3, Abordaje 4) en fun-
cién de los parametros de toxicidad, exposi-
cion, nivel de riesgo como se muestra en las
tablas 3, 4 y 5, siendo el 4 una consideracion
especial, ya que es el punto mas critico y de
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mayor peligrosidad. En la Tabla 6 se muestra
que las sustancias de mayor atencion son el
cemento portland, DQO solucién B, Gasolina,
Sikadur 32 Primer Comp B, y Sikadur Panel
Comp B.

Tabla 6. Nivel de control especifico.

Sustancia

Agar YGC Agar
Cemento Portland
Diclorometano

DQO Solucién B

Nivel de control

Abordaje 3

Abordaje 3, Abordaje 4.

Abordaje 1, Abordaje 3.

Abordaje 1, Abordaje 2, Abordaje 4.

Gasolina Abordaje 2, Abordaje 4.
Loctite 243 Abordaje 2.
Loctite 515 Abordaje 2.
Sikadur 32 Primer Comp A Abordaje 3.
Sikadur 32 Primer Comp B Abordaje 3, Abordaje 4.
Sikadur Panel Comp A Abordaje 3.

Sikadur Panel Comp B

Abordaje 2, Abordaje 3, Abordaje 4.

* El factor de riesgo esta dado por el nivel de deficiencia y presenta la siguiente descripcién:
Abordaje 4: muy Alto, Abordaje 3: Alto, Abordaje 2: medio, Abordaje 1: bajo,
(Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2017).

Fuente: Autores

e Etapa 4. Medida de control.

En esta etapa se tomaron las sustancias que
representaba un alto grado de peligrosidad
(Abordaje 4). En este tipo de enfoque de con-
trol se busca conseguir el control adecuado,
en cuanto a su utilizacion. Mediante fichas guia

para las estrategias de control, asesoramiento
directo con ejemplos practicos, procedimien-
tos de operacién, actividades y pautas de ac-
tuacion. Descrito en hojas de control, asi como
se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Hojas de control de tarea

Sustancia

Hoja de control de la tarea (Instituto Nacional

de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT), 2017)

Cemento Portland

DQO Soluciéon B

Gasolina

Sikadur 32 Primer Comp B

Sikadur Panel Comp B Hoja 4.

Hoja 3, Hoja 4.

Hoja 2, Hoja 4.

Hoja 3, Hoja 4.

Hoja 1, Hoja 2, Hoja 4.

Fuente: Autores
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Segun el nUmero de abordaje, las sustancias
que poseen un alto rango de riesgo quimico
y volatilidad son: Cemento Portland, DQO So-
lucién y Gasolina. Estas sustancias tienen un
nivel de deficiencia numero 4 (muy alto), que
corresponde a un control especial. Se debe
optar por seguir medidas especificas y obtener
orientacion de personal experto, consideran-
do que son sutancias que pueden dispersarse
con facilidad en el aire y causar efectos muy
graves para la salud, debido a los periodos de
contacto, y desencadenar en toxicidad multi-
ple, debido a que su abordaje de peligro tiene
clasificacion muy alta. Sikadur 32 Primer Comp
B y Sikadur Panel Comp B son sustancias que
presentan un rango medio del nivel de riesgo
cancerigeno. Las demas sustancias poseen de
igual manera un riesgo cancerigeno, pero no
tienen alta capacidad para dispersarse en el
ambiente, por lo que las personas mas afec-
tadas son las que tienen contacto directo con
el producto.

4. CONCLUSIONES

Mediante el diagndstico de inventario, se identi-
ficaron 407 sustancias en la planta procesado-
ra de alimentos carnicos, de las que el 91% se
clasifican como sustancias quimicas peligrosas;
un 6% no presentan riesgo a la salud; y el 3%
restante corresponde a sustancias quimicas
con potencial efecto cancerigeno. Esas sustan-
cias son el cemento portland, DQO solucién B,
Gasolina, Sikadur 32 Primer Comp B, Sikadur
Panel Comp B, determinadas por la evaluacién
de riesgo como nivel de abordaje 4, siendo con-
siderado de caracter especial por ser el punto
mas critico y de mayor peligrosidad.

El estudio desarrollado sirve de punto de par-
tida en el anadlisis de la situaciéon actual de
los riesgos que pueden sufrir los empleados
de la empresa y cual es el sector mas criti-
co, De donde se pueden desprender futuras
investigaciones y controles de vigilancia, que

proporcionen informacion valida y confiable
para el disefio de intervenciones para el con-
trol del cancer relacionados a enfermedades
laborales asociada a factores como el tiempo
de exposicidn y la concentracion.

Comentarios: se adiciona material suple-
mentario donde se relacionan algunas tablas
complementarias tomadas de INSHT (2017),
Asi como ejemplo de hojas de control para el
cemento portland, segun especificaciones Ins-
tituto Nacional de Seguridad e Higiene en el
Trabajo (INSHT), 2017.
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Primer autor (Angela Arias): metodologia,
investigacion, analisis de datos, conceptualiza-
cion, escritura - borrador original. Segundo
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escritura - revision y edicidn.
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RESUMEN

Contextualizacion: actualmente se utilizan
grandes cantidades de agroquimicos para au-
mentar la productividad agricola, lo cual ha
acarreado multiples problematicas ambien-
tales que podrian subsanarse con el uso de
rizobacterias promotoras de crecimiento ve-
getal (Plant Growth Promoting Rhizobacteria,
PGPR), fomentando el desarrollo de una agri-
cultura sostenible.

Vacio de conocimiento: la informacidon se
encuentra dispersa y, a la fecha, no existe
un analisis sistematico que permita una des-
cripcién precisa de las investigaciones sobre
PGPR, lo cual representa una limitacion para
su aplicacion y el desarrollo de investigaciones
experimentales posteriores.
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Objetivos: describir las principales aplicacio-
nes de las PGPR en investigaciones originales
a nivel mundial.

Metodologia: la revision sistematica se rea-
lizd en tres bases de datos multidisciplinarias
siguiendo las recomendaciones Cochrane y
PRISMA. Se garantizé exhaustividad, reprodu-
cibilidad y evaluacién de la calidad. Los analisis
se basaron en frecuencias e intervalos de con-
fianza del 95% para las proporciones.

Resultados y conclusiones: se identificaron
2.525 estudios y solo 160 cumplieron el protoco-
lo de seleccion. La mayoria de los estudios pro-
ceden de la India; los principales géneros micro-
bianos descritos fueron Bacillus, Pseudomonas
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y Enterobacter; y los mecanismos PGPR mas
investigados fueron: produccion de acido indo-
lacético (AIA), solubilizacion de fosfato, antago-
nismo y produccién de sideroéforos. Las especies
vegetales mas frecuentes en los estudios fue-
ron maiz, tomate, trigo y arroz, en las cuales
los principales efectos de las PGPR se relacio-
naron con el peso y la longitud de la raiz y de la
planta en general. Se concluye que esta revisién
identificé los géneros de PGPR, mecanismos de
accion PGPR vy las especies vegetales de mayor
frecuencia en los estudios, variables Utiles para
resumir la evidencia en este campo del cono-
cimiento e identificar las principales lineas de
accion en futuras investigaciones tendientes a
mejorar la salud, produccion de cultivos y soste-
nibilidad ambiental.

Palabras clave: agricultura sostenible; culti-
vos; microorganismos benéficos; disponibili-
dad de nutrientes; biocontrol; PGPR; sistema-
tizacion de estudios

ABSTRACT

Contextualization: nowadays, large quan-
tities of agrochemicals are used to increase
agricultural productivity; this has caused many
environmental problems that can be solved
using Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
(PGPR), encouraging sustainable agriculture.

Knowledge gap: information is often scatte-
red and, to date, there is no systematic analysis
that allows an accurate description of studies
about PGPR, which represents a limitation in
further experimental research developments.

Purpose: describe the main applications of
PGPR in original research worldwide.

Methodology: the systematic review was ca-
rried out in three multidisciplinary databases
following the Cochrane and PRISMA recom-
mendations. Completeness, reproducibility
and quality assessment were guaranteed. The
analyzes were based on frequencies and 95%
confidence intervals for the proportions

Results and conclusions: 2,525 studies
were identified and only 160 met the selec-
tion protocol. The majority of studies are
from India; the main microbial genera des-
cribed were Bacillus, Pseudomonas and En-
terobacter; and the most investigated PGPR
mechanisms were indolacetic acid production
(AIA), phosphate solubilization, antagonism
and siderophores production. The most fre-
quent plant species in the studies were corn,
tomato, wheat and rice, in which the main
effects of the PGPR were related weight and
length of the root and the plant in general.
It is concluded that this review identified the
genres of PGPR, mechanisms of action PGPR
and plant species of greater frequency in the
studies, useful variables to summarize the
evidence in this field and identify the main
lines of action in future research aimed at im-
proving health, crop production and environ-
mental sustainability.

Keywords: sustainable agriculture; crops;
beneficial microorganisms; biocontrol; nutrient
availability; PGPR; studies systematization
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RESUMEN GRAFICO

Identificacion

Tamizacidn

Eleccion

Inclusién

Protocolo de busqueda vy seleccian

Especies vegetales | ] 58

Mecanismos PGPR [ 22

Géneros microbianos |

Fuente: autores

1. INTRODUCCION

En la actualidad, la agricultura intensiva se
encuentra asociada con multiples proble-
maticas ambientales que incluyen enfer-
medades, sequia, deficiencia de nutrientes,
erosion, pérdidas de la biodiversidad, y frag-
mentacién del paisaje, entre otros. Ademas,
el uso masivo de compuestos quimicos con-
lleva un incremento de los costos de produc-
cién para los agricultores de todo el mundo
y conduce a una importante contaminacién
ambiental; asi como a la disminucion a lar-
go plazo de la productividad de los cultivos
(Jewell et al., 2010).

En este contexto, las practicas agricolas se
deben dirigir a una agricultura sostenible con
el fin de mantener el rendimiento de los cul-
tivos y preservar los agroecosistemas. Una
de las alternativas para lograr la sostenibi-
lidad en la produccién agricola es el uso de
microorganismos del suelo, como las rizo-
bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR, Plant Growth Promoting Rhizobac-
teria), que colonizan activamente las rizés-
fera, ejerciendo un efecto benéfico sobre el
desarrollo de las plantas. Las PGPR pueden
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influir en el crecimiento de las plantas me-
diante mecanismos directos como la fijacién
de nitrégeno, la solubilizacién de minerales y
la produccién o cambio en la concentraciéon de
hormonas vegetales; y por mecanismos indi-
rectos como produccion de metabolitos anti-
fungicos, siderdforos, actividad litica, induc-
cién de resistencia sistémica, competencia
y desplazamiento (Schroth y Becker, 1990;
Kloepper, 1993).

Por lo anterior, en las Ultimas décadas se ha
incrementado el interés por el estudio de
este grupo de bacterias, no solo por su po-
tencial para la estimulacién del crecimiento
de cultivos o como agentes de biocontrol,
sino ademas por su uso prometedor en la
descontaminacion de suelos, reforestacion
y recuperacion de ecosistemas. Es por esto
que se ha hecho necesario realizar estudios
experimentales que permitan evaluar el pa-
pel de las PGPRs en la agricultura. Mukhtar
et al. (2017) demostraron el efecto de bac-
terias solubilizadoras en el crecimiento del
trigo; Xiang et al. (2017) se centraron en la
evaluacién del potencial de las PGPR como
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agentes de biocontrol en soja. También se
ha demostrado la influencia de las PGPRs
para estimular el crecimiento de las plantas
en diferentes condiciones de estrés, como lo
presentan Mahmood et al. (2016) bajo con-
diciones de salinidad. De manera similar,
Rizvi y Khan (2018) evaluaron el potencial
PGPR bajo condiciones de estrés por meta-
les. También se han llevado a cabo diversas
revisiones narrativas, por ejemplo, Etesami
y Maheshwari (2018) describen los meca-
nismos de accidon a través de los cuales las
PGPR podrian aliviar el estrés abidtico en las
plantas, mientras que la revisiéon de Mhatre
et al. (2018) se concentrd en las estrategias
de control biolégico de nematodos basados
en PGPR.

Estos antecedentes evidencian la disponibi-
lidad de investigaciones sobre las PGPR; sin
embargo, la informacién se encuentra dis-
persa vy, a la fecha, no existe un analisis sis-
tematico y exhaustivo que describa y sinteti-
ce de forma global las investigaciones sobre
PGPR, asi como los mecanismos de accién y
su efecto sobre diferentes cultivos, lo cual
representa una limitacion en este campo del
conocimiento y una barrera para el desarro-
llo de investigaciones experimentales pos-
teriores. Por lo anterior, el objetivo de este
estudio fue realizar un analisis sistematico
de las publicaciones sobre PGPR en el ambito
mundial, permitiendo sintetizar la evidencia
de los mecanismos de accion, variables de
respuesta de las plantas, microorganismos
y plantas utilizadas en la evaluacién del po-
tencial PGPR.

2. MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio: revisidon sistematica de la
literatura cientifica, bajo el enfoque amplio

de Cochrane, que corresponde a un resumen
completo de la evidencia. Este enfoque es una
aproximacion practica para resumir la litera-
tura cientifica mundial disponible en un cam-
po especifico del conocimiento, actualizar la
evidencia alrededor de una tematica en parti-
cular, agrupar las investigaciones disponibles,
analizar las tendencias, y generar hipotesis o
identificar areas relevantes para orientar estu-
dios posteriores (Centro Cochrane Iberoame-
ricano, 2012).

Protocolo de investigacion de acuerdo
con PRISMA (Urrutia y Bonfill, 2010)
Identificacién de articulos y estrategia de
busqueda: realizd una busqueda sistema-
tica de literatura en las bases de datos Scien-
ceDirect, PubMed y Scielo. En ScienceDirect
se empled la opcidén “Titulo/Resumen/Pala-
bras claves” de la busqueda avanzada, in-
gresando el término “PGPR” y “Plant growth
promoting rhizobacteria”. En PubMed y Scie-
lo se usd la opcién “Titulo/Resumen” de la
busqueda, ingresando los mismos términos.
Se exportaron las referencias encontradas,
junto con su respectivo resumen, a un ad-
ministrador de referencias Zotero, en el que
se eliminaron las referencias duplicadas. De
manera retrospectiva, no se aplicaron res-
tricciones y, de manera prospectiva, la ulti-
ma actualizaciéon del protocolo se realizé en
julio del 2019, de esta forma se establecid
la ventana de tiempo de esta revision entre
1990, que corresponde a la década en que se
hallo la publicacion mas antigua, y el 2018,
con una actualizacién manual para identificar
nuevas publicaciones en 2019.

Tamizado: se incluyeron investigaciones con
los términos de busqueda en titulo, resumen o
palabras clave, investigaciones originales (con
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lo cual se excluyeron editoriales y revisiones
de tema) y estudios en los cuales el desenlace
central se enfocaba en rizobacterias promoto-
ras de crecimiento vegetal.

Eleccion: esta fase se excluyeron los ar-
ticulos en los que no fue explicita la evalua-
cién del mecanismo promotor de crecimiento
vegetal por parte de microrganismos; que no
realizaran ensayos in vitro; y que incluyeran
pruebas de estimulacion in vivo bajo condi-
ciones no inducidas, es decir, se excluyeron
aquellos estudios donde realizaron pruebas
in vivo bajo condiciones ambientales con-
troladas (camara de crecimiento), esto con
el fin de describir el efecto directo de las
PGPRs sobre el crecimiento de las plantas,
sin el control de factores ambientales suje-
tos a las pruebas experimentales. De igual
manera, se excluyeron los articulos que no
clasificaran de manera taxondmica los mi-
croorganismos evaluados mediante técnicas
moleculares, y estudios que evaluaran mi-
croorganismos genéticamente modificados,
de forma que se sistematizara las publica-
ciones sobre PGPR en condiciones naturales
y experimentalmente reproducibles.

Inclusién: se incluyeron articulos originales
de investigacion reportados en la literatura
cientifica comprendidos en los afios 1990-
2018 extrayendo las variables de titulo, auto-
res, afo, pais, mecanismo de las PGPR, tipo
de planta y sus parametros de crecimiento,
asi como el microorganismo evaluado. Se
extrajeron los datos de cada publicacion y se
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tabularon en un archivo plano estandarizado
en Excel.

Reproducibilidad de la revision sistematica: la
evaluacion de la reproducibilidad del estudio
se llevd a cabo mediante la implementacion
de todo el proceso de busqueda y seleccién
de articulos, asi como la recopilacién de infor-
macién, por dos revisores independientes, y el
desacuerdo se resolvid por consenso o verifi-
cacién por un tercero.

Analisis de la informacion: con las variables del
estudio, se realizdé una sintesis cualitativa de la
informacion mediante frecuencias absolutas (n)
y relativas (%), asi como por intervalos de con-
fianza del 95% para las proporciones mediante
el estadistico P £ {Za/2*[V (PQ/n)]}, donde P
es la proporcion, Za/2 el nivel de confianza (del
95%), Q es el complemento de P y n el nUmero
de datos analizados (o la frecuencia absoluta).
Para describir la distribucion de los estudios se-
gun el pais de origen, se realizé un mapa em-
pleando la plataforma MapChart Create Cus-
tom Map, y tomando tres rangos, el primero
incluyd los paises con 1-10 articulos, el segundo
era para paises con 11-20 estudios y el tercero
abarca los paises con mas de 20 manuscritos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion de los articulos incluidos

Se identificaron 2,525 articulos de investiga-
cion de los cuales se tamizaron con lectura
de titulos y resumen 1,570, de estos solo 160
cumplieron con el protocolo de esta revisiéon
(Figura 1).
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Figura 1. Flujograma de busqueda y seleccion de los estudios incluidos en esta revision

acorde con las cuatro fases de la guia PRISMA.

Fuente: Autores.

De los 160 estudios (ver Anexo), el 74.4%
(n=119) corresponde a investigaciones realiza-
das en Asia; 18.1% (n=29) en Ameérica; 5.6%
(n=9) en Europa; y 1.9% (n=3) en Africa, sien-
do India (n=58), China (n=18) y Corea del sur
(n=15) los paises con el mayor numero de in-
vestigaciones (Figura 2).

Lo anterior evidencié que la mayoria de estu-
dios proceden de Asia, principalmente de la
India, esto podria relacionarse de manera in-
directa con el hecho de que este pais, suma-
do a Estados Unidos, son potencias agricolas
mundiales. Aunque el pais asiatico presenta
mayor investigacion en agroecologia, al tiempo
que se encuentra entre los principales produc-
tores de varios cultivos, contando con la mayor

area cultivada de trigo, arroz y algoddn; ade-
mas, es el sequndo mayor productor de arroz,
trigo, algoddén, cafa de azucar, frutas, verdu-
ras y té (World Bank, 2012; Deshpande, 2017).
También se debe destacar que el arroz es el

principal cultivo alimentario no solo en India

sino también en el mundo, resaltando ademas
que el 90% del arroz mundial se produce en
Asia y segun estadisticas de Agriculture Market
Information System (AMIS) en el 2018, India

produjo 115.63 millones de toneladas de arroz.
Por lo anterior, es plausible afirmar que en este
pais se hace una busqueda de nuevas técnicas
agricolas amigables con el ambiente que gene-
ren a su vez un incremento en el rendimiento

de los cultivos. Esto se evidencid en el estudio
de Wezel y Soldat (2009), donde demostraron
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que India se encuentra dentro de los paises
con mas publicaciones sobre agroecologia, in-
crementando el interés en el desarrollo de dife-
rentes tecnologia que involucra el aislamiento y
evaluaciéon de microorganismos benéficos para
las plantas como las PGPR (Lavakush et al.,
2014; Karthiba et al., 2010).

Investigacion sobre PGPR en América
Si bien India es el pais con mayor niumero de

tocolo de busqueda y seleccidon, cabe resaltar
que existen otros paises latinoamericanos que
también han contribuido en el estudio de las
PGPR, aunque en menor medida. Se encontré
que, en Colombia, las investigaciones obtenidas
se encontraban enfocadas en la bioprospeccién
de PGPR, la evaluacidon de sus mecanismos de
accion, asi como su efecto sobre el crecimien-
to vegetal. En tal sentido, Posada et al. (2016)
exploraron una estrategia de bioprospeccién

gue podrian ser Utiles para desa-
rrollar un producto biotecnoldgico para promo-
ver el crecimiento de las plantas de banano;

1-10 Publicaciones
[ 11-20 Publicaciones
> 20 Publicaciones

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

Pérez-Pazos y Sanchez-Lépez (2017) evaluaron
el efecto de bacterias asociadas al cultivo de
batata, con capacidad de promover el creci-
miento vegetal en plantulas de batata.

A estos se suman estudios de investigadores
de Brasil y México que han realizado aportes
relevantes en este campo del conocimiento. A
este respecto, Braga et al. (2018) caracterizaron
aislados bacterianos obtenidos de las raices del
arroz y determinaron su capacidad para promo-
ver el crecimiento de las plantas, mientras que
De Gregorio et al. (2017) evaluaron el efecto de
inoculantes PGPR en semillas de soja sobre los
parametros de crecimiento. En México por su
parte, Morgado Gonzalez et al. (2015) evaluaron
el efecto de cepas PGPR en la variedad comer-
cial de cafia; Martinez et al. (2013) identifica-
ron bacterias aisladas de la rizosfera del tomate
en funcion de sus propiedades promotoras del
crecimiento vegetal, y evaluaron su efecto en
el desarrollo de plantulas de tomate y pimiento.

Géneros microbianos en los PGPR de los
estudios incluidos

Crected wih mapehertnet &

Figura 2. Paises de origen de las publicaciones sobre las aplicaciones de las PGPR

encontradas en la revision sistematica.

Fuente: Autores.
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Como resultado de la revision, se identifica-
ron 63 géneros microbianos diferentes, los
mas estudiados fueron Bacillus en el 43.1%
(IC95%=35.1-51.1) de los estudios, Pseu-
domonas en el 41.5% (IC95%=33.3-49.2) y
Enterobacter en el 10.6% (IC95%=5.5-15.7),
en la tabla 1 aparecen los demas géneros
identificados en la revision. Ademas, los si-
guientes géneros fueron analizados con una
frecuencia de 0.6% (n=1 estudio): Agrobac-
terium, Arthrobacter, Azorhizobium, Bradyr-
hizobium, Citrobacter, Comamonas, Ensifer,
Enterococcus, Exiguobacterium, Fictibacillus,
Gluconacetobacter, Gordonia, Hartmannibac-
ter, Lysinibacillus, Lysobacter, Mesorhizobium,
Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium,
Phosphorobacillus, Planococcus, Promicromo-
nospora, Providencia, Rhodobacter, Rhodococ-
cus, Rhodopseudomonas, Shewanella, Sphin-
gobacterium, Sporosarcina, Streptomyces,
Tetrathiobacter, Trabulsiella, Variovorax, Vir-
gibacillus y Viridibacillus. A continuacion, se
explicitan algunas caracteristicas importantes
de los tres géneros mas estudiados en PGPR.

En particular, Pseudomonas es un género
con capacidad biocontroladora, responsable
de la supresion natural de algunos patége-
nos transmitidos por el suelo, estimulador del
crecimiento de las plantas y solubilizador de
minerales; ademas, presenta una alta tasa
de crecimiento en condiciones in vitro, lo cual
facilita su produccién en masa (Howell y Sti-
panovic, 1979; Kraus y Loper, 1992; Oteino
et al., 2015). Cabe resaltar que Howell y Sti-
panovic (1980) y Ramamoorthy et al. (2010)
pudieron evidenciar que las Pseudomonas
fluorescens producen un amplio espectro de
metabolitos bioactivos; es decir, antibioticos,
sideroforos, volatiles y sustancias promoto-
ras del crecimiento vegetal, permitiéndole
una mejor adaptacion al estrés ambiental. Lo
anterior podria explicar el gran interés como
objeto de estudio en diversas investigaciones.

Asi mismo, el género Bacillus ha sido amplia-
mente estudiado por su capacidad para for-
mar endosporas, lo que le confiere resistencia
ante condiciones ambientales adversas. Ade-
mas, posee un gran potencial para estimular
el crecimiento vegetal por medio de la sin-

giberalinas, entre otras), la solubilizacion de
fosfato, y la produccion de diferentes meta-
bolitos con actividad antagodnica, tales como
los lipopéptidos tipo fenginicina y surfactina,
que estimulan la resistencia sistémica indu-
cida, e inician la respuesta inmune en las
plantas (Glickmann y Dessaux, 1995; Pliego
et al., 2011; Xie et al., 2017). Dadas las par-
ticularidades metabdlicas del género Bacillus
y su habilidad para formar endosporas, estas
bacterias se presentan como una alternati-
va altamente promisoria para la formulacién
de productos biotecnoldgicos de uso agricola
(Bowen y Rovira, 1999).

Otro género destacable durante la revisién
fue Enterobacter, el cual tiene la capacidad
de conferir resistencia al estrés salino, ya
que posee genes que regulan la homeostasis
idnica, facilitando la adaptacién de las plan-
tas en condiciones de alta salinidad (Padan,
2008; Sandhya et al., 2010). Las Enterobac-
ter spp. tienen la habilidad de producir fi-
tohormonas (citoquininas, AIA, entre otras),
inhibir el crecimiento de fitopatégenos y de
solubilizar fosfato, lo cual se ha documentado
en diferentes estudios (Mehnaz et al., 2001;
Hynes et al., 2008; Oteino et al.,, 2015). A
pesar de las caracteristicas PGPR dadas por
las Enterobacter, se encontré que, en com-
paracion con Bacillus spp. y Pseudomonas
spp., fue el género menos reportado en las
publicaciones, lo cual se puede deber a que
es un género relacionado con infecciones
oportunistas de gran importancia clinica, lo
cual limita su uso como PGPR (Chart, 2012;
Dijun et al., 2016).
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Tabla 1. Distribucién porcentual de los géneros microbianos de PGPR estudiados

en las publicaciones encontradas en la revision sistematica.

Género n % IC 95%
Bacillus 69 43.1 35.1-51.1
Pseudomonas 66 41.3 33.3-49.2
Enterobacter 17 10.6 5.5-15.7
Paenibacillus 16 10.0 5.0-15.0
Azotobacter 12 7.5 3.1-12.0
Burkholderia 12 7.5 3.1-12.0
Serratia 12 7.5 3.1-12.0
Azospirillum 8 5.0 1.3-8.7
Ochromobactrum 6 3.8 0.5-7.0
Klebsiella 5 3.1 1.0-7.1
Pantoea 5 3.1 1.0-7.1
Stenotrophomonas 5 3.1 1.0-7.1
Achromobacter 4 2.5 0.7-6.3
Acinetobacter 4 2.5 0.7-6.3
Brevibacillus 3 1.9 0.4-5.4
Novosphingobium 3 1.9 0.4-5.4
Rhizobium 3 1.9 0.4-5.4
Aeromonas 2 1.3 0.2-4.4
Alcaligenes 2 1.3 0.2-4.4
Aneurinibacillus 2 1.3 0.2-4.4
Cellulosinmicrobium 2 1.3 0.2-4.4
Chryseobacterium 2 1.3 0.2-4.4
Delftia 2 1.3 0.2-4.4
Erwinia 2 1.3 0.2-4.4
Flavobacterium 2 1.3 0.2-4.4
Herbaspirilum 2 1.3 0.2-4.4
Sphingomonas 2 1.3 0.2-4.4
Staphylococcus 2 1.3 0.2-4.4

Fuente: Autores.
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Mecanismos de PGPR en los estudios
incluidos

En total, se identificaron 22 mecanismos
PGPR diferentes, siendo AIA (acido indolacé-
tico), solubilizacion de fosfato, antagonismo y
produccién de sideréforos los de mayor fre-
cuencia (Tabla 2). Esta evidencia se puede
deber a que son mecanismos PGPR que ha-
cen relacion tanto a la estimulacién del cre-
cimiento como a la actividad biocontroladora,
haciendo alusién a la produccién de fitohor-
monas, solubilizacién de nutrientes e inhibi-
cién de fitopatogenos, lo que deriva en efec-
tos benéficos para el desarrollo de las plantas
(Glick y Bashan, 1997; Van Loon et al., 1998;
Whipps, 2001; Zahir et al., 2003). El AIA, es
una de las auxinas mas estudiadas dado que
produce un incremento en el crecimiento ve-
getal, ademas esta involucrada en la diferen-
ciacion y en la elongacion del tallo (Arshad
y Frankenberger, 2016). Por otra parte, la
solubilizacién de minerales como el hierro y
fosfatos son comunmente asociados con las
PGPR, debido a que facilitan la disponibilidad
de estos nutrientes en el suelo y aumentan la
productividad de las plantas.

Con respecto a la captacién de hierro, esta
actividad se encuentra relacionada con el uso
de siderdforos bacterianos por las plantas,
mientras que la disponibilidad de fosfato esta
relacionada con la produccion de enzimas del
grupo de las fosfatasas, lo cual permite un
incremento significativo en la toma de este
macronutriente, importante para los proce-
sos metabolicos de las plantas (Van Loon et
al.,, 1998; Bakker et al., 2003; Guang-Can et
al., 2008; Liu et al., 2015). Aunque se ha de-
mostrado que diferentes géneros bacterianos

presentan este rasgo, la mayor parte de los
reportes corresponden a Pseudomonas y Baci-
llus (Bowen y Rovira, 1999; Zahir et al., 2003).

La capacidad antagdnica resulta ser un meca-
nismo crucial para la defensa de las plantas, ya
gue permite la inhibicidn de microorganismos
causantes de diversas enfermedades (Glick
y Bashan, 1997; Whipps, 2001); ademas, la
evaluacion experimental de los mecanismos
mencionados con anterioridad, no involucran
una alta complejidad a nivel de laboratorio, ni
representa un alto costo econdémico, ya que
se emplean metodologias de facil ejecucion
(Uzoh et al., 2018).

Especies vegetales en las que se ha estu-
diado de efecto de las PGPR

Dichos mecanismos se evaluaron en 58 espe-
cies vegetales diferentes, con mayor frecuencia
en maiz, tomate, trigo y arroz (Tabla 3). Ade-
mas, las siguientes especies se estudiaron en
una frecuencia de 0.6% (n=1) estudios: cafue-

la, agropiro, alfalfa, lavanda, amapola, arveja,
batata, banano, bufera, mungo, calabaza, cas-
tor (ricino), cebada, ciruelo, coco, eucalipto, en-
cina, jengibre, kikuyu, kiwi, almorta

lolium, mango, manzano, margaritas, nabo,

sorgo, papa, palma de aceite, tulsi, trebol rojo
y timothy. Es posible que se realice con mayor
frecuencia esta evaluacién en los estudios de
las especies maiz, tomate, trigo y arroz, debido
a su rapido crecimiento, que permite evaluar
el efecto de las PGPR's en las diferentes etapas
del crecimiento vegetal. Ademas, cabe resal-
tar que son cultivos de gran importancia a nivel
mundial, debido a la alta demanda alimentaria
(Deshpande, 2017; Agricultural Market Infor-
mation System (AMIS) 2018).
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Tabla 2. Distribucion de frecuencias de los mecanismos PGPR identificados

en los estudios descritos en la revision sistematica.

Mecanismos PGPR n % IC95%
Acido indolacético (AIA) 107 669 59 3-74 5
Solubilizacion de fosfato 97 60 6 52 7-68 5
Antagonismo 63 394 315-473
Produccién de sideréforos 58 36 3 28 5-44 0
Acido 1-Aminociclopropano-1 carboxilico (ACC) 46 28 8 214-361
Acido cianhidrico (HCN) 35 219 152-28 6
Fijacidon de nitrégeno 27 16 9 10 8-23 0
Amoniaco 12 75 31-120
Control biolégico 8 50 13-87
Solubilizacién de zinc 6 38 05-70
Amonio 5 31 10-71
Solubilizacion de potasio 5 31 10-71
Acido giberélico 3 19 04-54
Induccidn de resistencia sistémica (IRS) 3 19 04-54
Nitrogenasa 3 19 04-54
Acido salicilico 2 13 02-44
Acidos organicos 2 13 02-44
Giberalinas 2 13 02-44
ATB (antibioticos) 1 06 00-34
Solubilizaciéon de silicio 1 06 00-34
Compuestos organicos volatiles (COV) 1 06 00-34

Fuente: Autores.
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Tabla 3. Frecuencia de las especies vegetales en las que se ha estudiado de efecto de las PGPR.

Planta estudiada
Maiz

Tomate

Trigo

Arroz

Soja

Frijol

Garbanzo
Canola

Chile

Pepino
Pimienta

Mani

Cafia de azucar
Lechuga
Mostaza
Algodén
Berenjena
Chicharo salvaje
Col

Carcuma
Fenogreco
Guisante
Remolacha
Salvia

Sésamo

Té

24
24
13

g v o VO

(6,

N N N N N N NN N NN W W W > 0o wv

% IC95%
150 92-208
150 92-20 8
81 36-127
75 31-119
56 17-95
50 13-87
31 1071
31 1071
31 10-71
31 1071
31 1071
25 07-6 3
19 04-54
19 04-54
19 04-5 4
13 02-44
13 02-44
13 02-44
13 0244
13 02-44
13 02-44
13 02-44
13 02-44
13 0244
13 02-44
13 02-44

Fuente: Autores.

Variables de crecimiento de las plantas
usadas en los estudios que demuestran
el efecto de las PGPR

Finalmente, en la tabla 4 se presentan las me-
didas para el evaluar el efecto de las PGPR
sobre diferentes componentes de las plantas
utilizadas en los estudios, a dichas medidas de
eficacia se suman las siguientes, estudiadas

con una frecuencia de un (1) estudio: didmetro
del brote, didmetro del estoma, didmetro de
la raiz, indice de cosecha, longitud del fruto,
numero de flores, peso de tuzas de mazorcas,
peso fresco de 100 vainas, peso fresco total
de raiz y brote, peso seco total de raiz y brote,
porcentaje de aumento de la raiz, porcentaje
de aumento del brote, porcentaje de aumento
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sobre el control, rendimiento foliar, rendimien- de las pruebas in vivo no fueron controladas;
to por hectarea y tiempo de emergencia. encontrando que de un total 160 estudios,

71.25% fueron realizados en invernadero,
Ademas, como se menciond en el protocolo 17.5% en campo, 10.62% incluyeron pruebas
de busqueda, se incluyeron articulos en donde en campo e invernadero y un 0.62% no espe-
se especifica que las condiciones ambientales cifican el sitio de experimento.

Tabla 4. Variables de crecimiento de las plantas usadas en los estudios que demuestran el efecto de las PGPR

Variable de respuesta de las plantas n % IC95%
Peso seco de la raiz 70 43 8 358-517
Longitud de raiz 63 394 31 5-473
Longitud del brote 63 394 315-473
Peso seco del brote 58 363 28 5-44 0
Altura de la planta 48 300 22 6-374
Peso seco de la planta 43 269 197-341
Peso fresco de la raiz 38 238 16 8-307
Peso fresco de la planta 33 206 14 0-27 2
Peso fresco del brote 28 175 11 3-237
Rendimiento semilla/vaina/paja 27 16 9 108-23 0
Area foliar 15 94 45-14 2
Numero de hojas 14 88 41-13 4
Diametro del vastago 12 75 31-119
Porcentaje de germinacion 11 69 26-111
Namero de raices principales/laterales 10 63 22-103
Peso del fruto 9 56 17-95
Numero de semillas 8 50 13-87
Indice de vigor 7 44 09-79
NUmero de nédulos 7 44 09-79
Longitud del vastago 6 38 05-70
Numero de frutos 6 38 05-70
Namero de vainas 6 38 05-70
Peso fresco de hojas 6 38 05-70
Peso fresco del vastago 6 38 05-70
Peso seco del vastago 6 38 05-70
Namero de ramas por planta 5 31 10-71
NUmero de sierpes 5 31 10-71
Peso de 1000 semillas 5 31 10-71
Produccion de fruto/semilla 5 31 10-71
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Variable de respuesta de las plantas
Peso de las semillas

Peso de vainas

Porcentaje de incremento/raiz/brote/hoja/vaina
Rendimiento del fruto

Area de la raiz

Longitud del brote + raiz

Peso de 100 semillas

Peso seco de nédulos

Rendimiento total de la planta

Ancho de la hoja

Biomasa del rizoma

Diametro de la mazorca

Diametro del cuello

Longitud de la panicula

Longitud total de la planta

Lontitud de las hojas

Numero de brotes por planta

NUmero de macollas

Numero de paniculas

Peso seco de hojas

Porcentaje de aumento del rendimiento
Porcentaje de llenado de vainas
Relacion brote/raiz

Rendimiento de la raiz/rizoma

n % IC95%
4 25 07-63
4 25 07-63
4 25 07-63
4 25 07-6 3
3 19 04-54
3 19 04-54
3 19 04-54
3 19 04-54
3 19 04-54
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 02-44
2 13 0244

Fuente: Autores

En el dltimo afio se ha aumentado el nume-
ro de publicaciones en este tema, destacan-
dose el estudio de Amaresan et al. (2019)
donde evaluaron la capacidad de bacterias
asociadas a las plantas de tomate para redu-
cir la incidencia de diferentes enfermedades
y determinaron sus efectos sobre el rendi-
miento en condiciones naturales de campo.
En su estudio, Dede et al. (2020) evaluaron
la actividad antagdénica de actinomicetos
aislados de la rizosfera del olivo y su efec-
to promotor de crecimiento con la finalidad
de ser utilizados como biofertilizantes en

futuros estudios. La investigacion de Andy et
al. (2020) gir6 en torno al aislamiento y ca-
racterizacion de diferentes PGPR de la zona
de la raiz de diferentes leguminosas que en
el futuro podria resultar como un biofertili-
zante revolucionario y bioinoculantes.

Recomendaciones para estudios posteriores
Vale la pena sefialar que aun se deben realizar
investigaciones mas exhaustivas que ayuden a
la comprensién de los mecanismos de fitoes-
timulacion mediada por las PGPR, que tengan
como objetivo detectar cepas de rizobacterias
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mas competentes que puedan funcionar en
diversas condiciones agroecoldgicas; esto po-
dria garantizar la estabilidad de las PGPR en la
productividad agricola. Especificamente en los
hallazgos obtenidos en esta revisidén sistema-
tizada se podrian evaluar en futuros estudios
que realicen pruebas de estimulacién en cam-
po, determinando la efectividad de las PGPR
no solo a nivel de laboratorio sino a gran es-
cala. Ademas de la evaluacidon de consorcios
de microorganismos efectivos que posterior-
mente puedan ser utilizados en el desarrollo
de formulaciones microbianas, permitiendo de
esta manera disenar y obtener productos agri-
colas eficientes, conduciendo como fin ultimo
a una agricultura sostenible.

4. CONCLUSIONES

En el ambito mundial, India es el pais con mas
publicaciones sobre PGPR, debido a que es con-
siderado como una potencia agricola mundial;
ademas de su gran interés por desarrollar bio-
tecnologias en el marco de una agricultura sos-
tenible. Se sintetizd la principal evidencia de los
mecanismos PGPR en el ambito mundial, sien-
do AIA, solubilizacién de fosfato, antagonismo
y produccion de siderdforos los de mayor fre-
cuencia, y abarcan mecanismos directos e indi-
rectos de la forma en que las rizobacterias pue-
den promover el crecimiento de las plantas. Los
microorganismos mas estudiados fueron Baci-
llus, Pseudomonasy Enterobacter ya que estos
poseen rasgos PGPR efectivos como capacidad
biocontroladora, solubilizacion de minerales,
sintesis de fitohormonas y capacidad de conferir
resistencia al estrés salino, como es el caso del
género Enterobacter Finalmente, las especies
vegetales mas frecuentemente estudiadas fue-
ron maiz, tomate, trigo y arroz, cultivos de gran
importancia alimentaria. En conjunto, estos ha-
llazgos son relevantes para identificar las princi-

pales lineas de accién en futuras investigaciones
cuyo propésito sea a mejorar la salud, produc-
ciéon de cultivos y sostenibilidad ambiental.
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RESUMEN

Contextualizacién: gracias al avance de téc-
nicas analiticas sensibles desarrolladas en las
Ultimas décadas, se ha podido identificar y
cuantificar la presencia de diversos contami-
nantes en el medio acuatico, dentro de este
grupo se encuentran los contaminantes emer-
gentes (CE) conformados por productos de
cuidado e higiene personal, antibioticos, hor-
monas, plastificantes, farmacos y otros que
son vertidos a las fuentes de agua alterando el
equilibrio de estos ecosistemas.

Vacio de investigacion: diversas investiga-
ciones muestran que los contaminantes emer-
gentes pueden comprometer la vida acuatica
y la salud humana. A la fecha en la ciudad de
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monteria y en el departamento de Cdérdoba
no se encuentran reportados ningun estudio
que permita evidenciar la presencia de conta-
minantes emergentes en agua superficial, de
consumo humano y residual.

Propésito del estudio: el presente estudio,
tuvo como objetivo evaluar la presencia de
cinco contaminantes emergentes comunes:
naproxeno, ibuprofeno, gemfibrozilo, cafeina
y triclosan en muestras de agua de consumo
humano, residual y superficial colectadas al
norte del pais, representando asi uno de los
primeros estudios en reportar la presencia
de estos compuestos en fuentes hidricas en
esta region.
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Metodologia: se empled extracciéon en fase
solida (SPE) para el analisis de las muestras de
agua, la deteccién y cuantificacidén se realizo
por cromatografia liquida de alta eficacia con
detector de arreglo de diodo y fluorescencia
molecular (HPLC-DAD-FLD).

Resultados y conclusiones: el ibuprofeno fue
el compuesto que se encontré con mayor fre-
cuencia en las muestras de agua, caso contrario
al triclosan, que fue el menos detectado (2.25
Mg/L); se hallé cafeina en un maximo de 43.38
HMg/L mientras que las concentraciones de na-
proxeno e ibuprofeno estuvieron entre 0.047 y
10.21 pg/L, resaltando la presencia de ibuprofe-
no y gemfibrozilo en agua de consumo humano.
Estos resultados manifiestan la presion antro-
pogénica ejercida sobre los compartimientos
acuaticos, convirtiéndose en un problema am-
biental que compromete la dindmica y servicios
ecosistémicos. Se encontré que las plantas de
abastecimiento de agua no tienen en cuenta la
presencia de estos compuestos en sus sistemas
de potabilizacidn, lo cual podria constituirse un
problema de salud publica en un futuro.

Palabras clave: agua superficial, agua resi-
dual, contaminantes emergentes, compuestos
farmacéuticos, HPLC

ABSTRACT

Contextualization: Advancement in the Sen-
sitivity of Analytical Techniques developed in
recent decades contribute to identify and quan-
tify the presence of various pollutants in the
aquatic environment, within this group of po-
llutants we have the emerging pollutants (EP)
which are mainly organic compounds present
as personal care and hygiene products, anti-
biotics, hormones, plasticizers, drugs and other
products that are dumped into water sources
altering the balance of these ecosystems.

Knowledge gap: Several studies show that

emerging pollutants may negatively affect
aquatic life and human health. To date, in the
city of Monteria and in the department of Cér-
doba, any investigations has been reported
that allows evidence of the presence of emer-
ging pollutants in surface water, for human
and residual consumption.

Purpose: This study aimed to evaluate the
presence of five common emerging pollutants:
naproxen, ibuprofen, gemfibrozil, caffeine and
triclosan in samples of water for human, resi-
dual and surface consumption collected in the
north of Colombia, representing thus one of
the first studies to report the presence of the-
se compounds in water sources in this region.

Methodology: Solid phase extraction (SPE)
was used for the analysis of the water sam-
ples; the detection and quantification were
carried out by high efficiency liquid chromato-
graphy with a diode array detector and mole-
cular fluorescence (HPLC-DAD-FLD).

Results and conclusions: Ibuprofen was the
most frequently found compound in the water
samples, opposite to triclosan, which was the
least detected (2.25 pg/ L), caffeine was found
with a maximum of 43.38 ug/L, while concen-
trations of naproxen and ibuprofen were bet-
ween 0.047 and 10.21 pg/L, which is an impor-
tant health concern due to presence of these
compounds in drinking waters. These results
show the anthropogenic pressure exerted on
the aquatic compartments, which could beco-
me an environmental problem that may affect
the dynamics and ecosystem services. It was
found that the water supply plants do not take
into account the presence of these compounds
in their purification systems, which could be-
come a public health issue in the future.

Keywords: Drinking water, surface water, po-
llutants, pharmaceutical compounds

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 2: 179 - 197, julio - diciembre 2021, ISSN: 2145-6453



Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

RESUMEN GRAFICO
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1. INTRODUCCION

Los contaminantes emergentes (CE) se han
convertido en un tema de interés global,
pues se trata de una gran variedad de com-
puestos de origen antropogénico que pueden
causar efectos negativos sobre el ambiente
(Fent, Weston, & Caminada, 2006; Murray,
Thomas, & Bodour, 2010) Los CE que gene-
ran mayor preocupacion son los productos
farmacéuticos y de cuidado personal (PFCP),
ya que se comercializan en todo el mundo
para prevenir, controlar y curar enfermeda-
des en humanos y animales, razén por la que
pueden entrar constantemente al ambiente
(Uslu et al., 2013). En las Ultimas décadas,
diversos estudios han reportado la presen-
cia generalizada de PFCP y sus metabolitos
en ecosistemas acuaticos (Jiang, Zhou, &
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Sharma, 2013; Uslu et al., 2013). La princi-
pal via de entrada de los PFCP a los sistemas
acuaticos es por medio de las aguas residua-
les domésticas (Jiang et al., 2013). Después
de su uso, los productos farmacéuticos se
excretan sin cambios o0 como metabolitos
gue ingresan a las aguas residuales. Debido
a que las plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) poseen una eficiencia de
remocion limitada para varios farmacos,
estos se descargan en los efluentes de las
PTAR contribuyendo a la contaminacién de
las aguas superficiales y raramente, de las
aguas subterraneas y de agua potable (San-
tos et al., 2010). Ademas, las aguas residua-
les provenientes de hospitales, clinicas o fa-
bricantes de farmacos también contribuyen
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a las cargas totales de productos farmacéu-
ticos en aguas residuales municipales (San-
tos et al.,, 2013; Saussereau et al., 2013),
de esta forma una gran proporcion de estos
compuestos y sus metabolitos son liberados
a los cuerpos de aguas superficiales, origi-
nando un problema de contaminacidon sobre
los ecosistemas acuaticos (lagos, rios y ma-
res) y sobre especies que entren en contacto
con ellos (Comber et al., 2018).

Dentro de los CE més comunes se encuentra
la cafeina, este es un estimulante del siste-
ma nerviosos central, considerado como la
primera droga de uso frecuente en todo el
mundo y ha sido bien aceptado como uno
de los compuestos de actividad farmacéuti-
ca mas ubicuos en el entorno natural (Kle-
ywegt et al., 2019). Otro CE importante es
el triclosan, descrito como un antimicrobia-
no de amplio espectro utilizado en una va-
riedad de articulos para el hogar (US EPA,
2018). Recientemente, se prohibié la venta
de productos antibacterianos que contengan
triclosan, pues se concluyd que la exposicién
a largo plazo a esta sustancia podria gene-
rar riesgos para la salud, como resistencia
bacteriana o efectos hormonales (Food and
Drug Administration, 2016). Por otra parte,
dos reconocidos CE como el naproxeno y el
ibuprofeno, se utilizan de forma habitual y

extensa por sus propiedades analgésicas,
antipiréticas y antiinflamatorias para tratar
el dolor y la inflamacidén en la terapia huma-
na y veterinaria. Estos compuestos perte-
necen al grupo de antiinflamatorios no este-
roideos (AINE) y son una de las principales
clases terapéuticas de moléculas que con-
taminan los ecosistemas acuaticos en todo
el mundo (Parolini et al., 2020). Finalmen-
te, otro CE remarcable es el gemfibrozilo, el
cual es un farmaco de la clase de fibratos,
utilizado como regulador de lipidos, que se
halla entre los productos farmacéuticos que
se encuentran con mayor frecuencia en el
agua superficial (Gruppo di Lavoro OsMed,
2016).

Actualmente Colombia, al igual que muchos
otros paises latinoamericanos y europeos, no
cuenta con una normativa sobre las concen-
traciones permisibles de CE en muestras de
agua. En Colombia, son pocos los estudios
realizados que permiten evidenciar la presen-
cia de estos compuestos en las principales
fuentes hidricas. En la tabla 1, se aprecian
algunos reportes en muestras de agua su-
perficial, potable, residual y de mar, llevados
a cabo en las principales ciudades del pais.
Dentro de los compuestos estudiados, los
mas comunes son los pertenecientes a la cla-
se de farmacéuticos.

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 2: 179 - 197, julio - diciembre 2021, ISSN: 2145-6453



Fuente

Arrubla et al.

Aristizabal-Ciro,
Botero-Coy,
Lopez & Pefiuela.

Madera-Parra
et al.

Bedoya-Rios
et al.

Botero-Coy
et al.

Pemberthy,
Padilla,
Echeverri

& Pefiuela

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental. Bogota - Colombia, Vol. 12 No. 2: 179 - 197, julio - diciembre 2021, ISSN: 2145-6453

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

Tabla 1. Estudios reportados en Colombia

Ao y sitio
de estudio

2016, Pereira

2017, Medellin

2018, Santiago
de Cali

2018, Bogota

2018; Bogota,
Medellin,

Florencia-Caqueta,

Tumaco-Narifio

2020,
Golfo de Uraba

Tipo de agua

Residual

Superficial
y potable

Superficial,
residual, potable

Superficial,
residual, potable

Residual

Mar

sobre la presencia de CE en agua.

Compuestos detectados

ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, aspirina,
ketoprofeno, cafeina, galaxolide, tonalida
y dihidrojasmonato

Ibuprofeno, diclofenaco, acido clorfibrico,
carbamazepina, benzofenona, metilparabeno,
etilparabeno, butilparabeno, benzophenona.

10,11-dihydro-10,11-dihidroxicarbamazepina,
ibuprofeno, gemfibrozilo, naproxeno, paracetamol
carbamazepina, acido fenofibrico ketoprofeno,
N-acetil-4-aminoantipirina, N-formil-4-
aminoantipirina, metoprolol, iopromida, iohexol,
acido diatrizoico, iopamidol, acido iotalamico,
sulfametoxazol, trimetoprim, dicloxacilina,
claritromicina, metronidazol, dehidrato-
eritromicina, tilosina, estronas, 4-iso-nonilfenol,
bisfenol A, estriol, 4-tert-octilfenol, 17B-estradiol

4-tert-octilfenol, cafeina, fluoxetina, triclosan,
bisfenol A, primidona, carbamazepina, trimetrin,
estrona, progesterona, dimetilftalato,
dietilftlato, bis(2-metoxietil)ftalato, bis(4-metil-
2-pentil)ftalato, dipentilftalato, di-n-hexil-ftalato,
bis(2-n-butoxietil)ftalato, Bis(2-etilhexil)ftalato

Paracetamol, azitromicina, carbamazepina,
ciprofloxacina, claritromicina, clindamicina,
diclofenaco, doxiciclina, eritromicina, irbesartan,
losartan, metronidazol, naproxeno, norfloxacina,
sulfametoxazol, tetraciclina, trimetoprima,
valsartan, venlafaxina

Triclosan, ibuprofeno y diclofenaco

Fuente: Autores
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Con base en lo anterior, el objetivo de este es-
tudio fue evaluar la presencia de naproxeno,
ibuprofeno, gemfibrozilo, cafeina y triclosan
en muestras de agua superficial tomadas en
el rio Sind, Cérdoba, Colombia, en muestras
de agua de consumo humano en la ciudad de
Monteria y en agua residual colectada en los
diferentes canales de descargas de agua resi-
dual doméstica de la ciudad de Monteria.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

Se tomaron las muestras de agua superficial
en el rio Sinu. Este rio representa la principal
fuente de abastecimiento de agua del departa-
mento de Cdérdoba, desde su nacimiento, en el
municipio de Ituango Antioquia, exactamente
en el nudo del Paramillo, hasta su desembo-
cadura, en el municipio de San Bernardo del
Viento en Boca de Tinajones, en el mar Caribe.
En total, el rio Sinu atraviesa por 8 munici-
pios: Tierralta, Valencia, Monteria, Cereté, San
Pelayo, Santa Cruz de Lorica, Cotorra y San
Bernardo del Viento. Los sitios de muestreo
se distribuyeron en la parte alta, media y baja
de la cuenca del rio. Las muestras de agua
de consumo humano se tomaron en la ciudad
de Monteria, la cual posee la mayor poblacion
del departamento, los sitios de toma de mues-
tras se ubicaron en las viviendas conectadas
al sistema de distribucién de agua de consumo

humano de la ciudad. Las muestras de agua
residual se tomaron en los diferentes canales
de descargas de agua residual doméstica de
Monteria, sobre los cuales se realizan verti-
mientos de las aguas residuales domésticas y
residuos sélidos, debido a que en esta ciudad
aun existe una deficiente cobertura del siste-
ma de alcantarillado.

2.2, Colecta de muestras

La toma de muestras se llevd a cabo siguiendo
los lineamientos establecidos en el Standard
Methods (American Public Health Association,
the American Water Works Association, 2017).
Se realizd6 un muestreo puntual por cada sitio
llevado a cabo durante los meses de marzo y
abril 2019. En la tabla 2 se muestran los sitios
de toma de muestra, sus coordenadas y una
descripcién del sitio.

Se colectaron las muestras de agua en botellas
de vidrio ambar y se refrigeraron a 4 °C, hasta
transportarlas al laboratorio de Toxicologia y
Gestion Ambiental de la Universidad de Cérdo-
ba y almacenarlas para su posterior analisis.

En la figura 1 se muestran la ubicaciéon geo-
grafica de los sitios de muestreo para agua
superficial y, en la figura 2, la ubicacién de los
sitios para agua de consumo humano y resi-
dual ubicados en la ciudad de Monteria.
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Tipo de agua

Agua superficial

Agua de consumo
humano

Agua residual
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Tabla 2. Descripcidn de los sitios de toma de muestra.

Sitio

S1

S2

S3

S5

S6

S7

P1
)
P3
P4
P5
R1

R2

R3

R4

R5

R6

coordenadas

N8°620.1” W76°00°53.8"

N8°10°41.0"” W76°03'21.0"

N08°46'23.3"” W75°52'10.4"

N08°48'05.3"” W75°51'31.7"

N08°52'5.7"" W75°49'56,7"

N8°53’25.6"” W75°50'1.3"

N 09°07'54"” W75°50'12"

N8°45'33.2"” W75°52'58.7"
N8°45'36" W75°53'48"
N8°48’7.83" W75°51" 19.09"”
N8°44'22,5" W75°53'47.4"
N8°44'9" W75°52'27.4"

N8°47'56.6"” W75°51'5.6"

N08°46'33.1” W075°50'54.4"

N08°43'08.6"” W075°50"18.4"

N08°45'32.5” W075°51'50"

N08°46’08.1” W075°54'04.1"

N08°45'46.3"” W075°52'28.5"

Descripcion

Ubicado en la zona rural de Tierralta,
corregimiento Palmira

Zona urbana del municipio, después del hospital
de Tierralta

Zona urbana detras de un centro médico

Norte de la ciudad a 300 metros del punto de
captacion de agua del acueducto

Zona rural antes de descarga aguas
residuales al rio Sinu

Después de la descarga de aguas residuales
al rio Sinu

Zona rural del municipio de Lorica,
corregimiento de Cotoca arriba

Ubicado en el centro de la ciudad

Margen izquierda de la ciudad

Casa familiar, zona norte de la ciudad
Casa familiar ubicada al sur de la ciudad
Casa familiar al sur-este de la ciudad
Canal de agua residual, norte de la ciudad

Canal de aguas residual y drenaje a 30 metros
una institucion educativa

Salida de la ciudad, puente el Purgatorio

Norte de la ciudad, construccion reciente
de zona residencial

Canal cerca de la entrada a las lagunas
facultativas

Canal ubicado a la altura de la avenida principal

Fuente: Autores
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2.3. Reactivos

Se empled la mezcla Pharmaceuticals Mix #2
de Resteck (USA), que contenia estdndares
analiticos de naproxeno, ibuprofeno, gemfi-
brozilo y triclosan a una concentracién de 20
Mg/mL; para la cafeina se obtuvo una solucién
a 40 pg/mL de Thermo Scientific (Darmstadt
- Germany) con una pureza del 99%; los sol-
ventes empleados fueron acetonitrilo, metanol
y acetato de etilo suministrados por Merck, de
grado cromatografico. Se emplearon cartu-
chos de octadecilsilano (C18) de Agilet de 500
mg de relleno y volumen de 6 mL, agua tipo I
obtenida con un desionizador (Barnstead Eas-
ypure II) de Thermo Scientific (conductividad
0,056 pS/cm, de USA), la extraccion en fase
sélida (SPE) se realizd en un recolector con
puerto de vacio de Restek (USA).

2.4. Extraccion de muestras de agua

Se siguid la metodologia desarrollada por San-
tos et al. (2005); para lo cual se tomaron 500
mL de muestra; se filtraron con una membra-
na de celulosa de 0.45 um; y se acidificaron
a pH de 3 con acido acético. Posteriormente,
se realizo la extraccion en fase sélida con car-
tuchos C18, previamente acondicionados con
acetato de etilo, acetonitrilo y agua a pH 2. La
muestra se paso a través del cartucho a un
flujo constante entre 1 a 2 mL/min. Se eluye-
ron los C18 con acetonitrilo y; después este
extracto se concentrd hasta 1 mL en corriente
de nitrégeno para finalmente ser analizado en
el cromatoégrafo liquido.

2.5. Analisis cromatografico

Para la deteccion y cuantificacion de los
compuestos en estudio, se usé un croma-
tégrafo liquido UHPLC Dionex Ultimate 3000
de Thermo Scientific (USA), equipado con
una bomba cuaternaria LPP3400SD, un au-
tomuestreador WPS-3000 Splitloop, com-
partimiento de la columna termostatizado
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TCC-3000, detector de arreglo de diodos
(DAD) y detector de fluorescencia (FLD). Se
uso una columna cromatografica C18 de 150
mm de longitud, 46 mm ID y 5 um de ta-
mafo de particula marca Restek (USA). Se
empled el software Chromeleon 7.0 (Thermo
Scientific 2013) para el manejo de datos. El
analisis cromatografico se llevdo a cabo en
fase reversa en elucidén isocratica a una pro-
porcién de 75% de acetonitrilo y 25 % de
agua, a un flujo inicial de 0,5 mL/min por
3,2 minutos, seguido de un flujo de 1 mL/
min por 1,7 minutos y, finalmente, a un flujo
de 0,5 mL/min hasta finalizar la corrida, la
temperatura de la columna fue de 30 °C, el
volumen de inyeccién de 20 pL. Para la de-
terminacion de la cafeina y el triclosan, se
utilizé el detector DAD a longitudes de onda
de 273 y 200 nm, respectivamente. Por otra
parte, se detectaron el naproxeno, ibuprofe-
no y gemfibrozilo por fluorescencia, a longi-
tud de excitacion 230 y emisién 420 nm para
el naproxeno, 224 nm para el ibuprofeno y
295 nm para el gemfibrozilo.

2.6. Control de calidad analitico

La técnica analitica empleada para el ana-
lisis de los compuestos en estudio en agua
fue previamente validada en el laboratorio
de Toxicologia y Gestion Ambiental de la Uni-
versidad de Cérdoba. La combinacion de la
metodologia de extraccidén en fase sélida con
cartuchos C18 y cromatografia liquida HPLC
permitieron que este método se empleara fa-
cilmente para el monitoreo de esta clase de
compuestos en muestras de agua, lo que se
ve reflejado en los valores obtenidos de los
parametros analiticos en el control de cali-
dad. Se trazaron rectas de calibracion para
naproxeno, ibuprofeno, gemfibrozilo, cafeina
y triclosan, obteniendo coeficientes de deter-
minacién (r2) mayor a 0,994 en el rango lineal
de 5-500 pg/L.
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La exactitud de la metodologia de analiti-
ca se evalud fortificando muestras de agua
a niveles de 10 y 500 upg/L y se les aplico
la metodologia de extraccion descrita ante-
riormente (seccién 2.4). Se obtuvieron %R
promedios de 111,07, 98,71, 92,61, 72,24 y
86,41 % para naproxeno, ibuprofeno, gemfi-
brozilo, cafeina y triclosan, respectivamen-
te. Los limites de deteccién del método para
naproxeno, ibuprofeno, gemfibrozilo, cafeina
y triclosan fueron de 0,002, 0,008, 0,004,
0,010 y 0,008 pg/L respectivamente, mien-
tras que los limites de cuantificacion para
los analitos en igual orden fueron de 0,01,
0,02, 0,01, 0,02, y 0,02 pg/L respectivamen-
te, determinados como tres y diez veces la
relacidon sefal-ruido del blanco. Los porcen-
tajes de recuperacién de este método son
parecidos a los reportados por Santos et al
(2005), los cuales estan en el rango de 71 a
103%. Respecto a los limites de cuantifica-
cién aqui obtenidos, estos son menores a los
que estos autores reportan (6.2-319,8 ug/L).
La precision del método se calculd aplicando
la metodologia de extraccién por diferentes
analistas a muestras de agua fortificadas,
esta se expresé como porcentaje de desvia-
cién estandar relativa dando como resultado
una precision menor del 15%.

2.7. Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados obtenidos,
se empled el software Statgraphics Centurion
XVII-X64 versién 18.1.13, aplicando estadisti-
ca descriptiva, incluidos el calculo de las fre-
cuencias de deteccidn con las concentraciones
halladas y las graficas de frecuencias. Para el
caso de las rectas de calibrado realizadas en
el control de calidad para cada compuesto en

estudio, se calculé el coeficiente de determi-
nacién (r?) tomando como criterio de acepta-
cion r2 > 0,990.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Contaminantes emergentes en el agua

A la fecha, en la ciudad de Monteria y en el
departamento de Cdérdoba, no se reportaban
estudios sobre compuestos farmacéuticos y
de cuidado personal en agua, por lo que se
desconoce la presidon antropogénica ejerci-
da sobre el ecosistema acuatico, teniendo en
cuenta que la poblacién y la expansion urbana
ha crecido en los Ultimos afos. Por lo anterior,
hasta donde sabemos este se convierte en el
primer trabajo en dar a conocer esta proble-
matica ambiental en la region.

Las frecuencias de deteccidon global para los
analitos analizados en los tres tipos de agua
se muestran en la figura 3, donde el ibupro-
feno fue el que presentd mayor frecuencia
de deteccidn, seguido del naproxeno, gemfi-
brozilo, cafeina y triclosan. La figura 3 refleja
la ubicuidad que presenta el ibuprofeno al
ser detectado en las tres clases de muestras
de agua estudiadas (aguas superficiales, de
consumo Yy residuales); este compuesto far-
macéuticamente activo se reporta con fre-
cuencia en el ambiente y causa desequilibrio
en los ecosistemas (Bartoskova et al., 2013).
Teniendo en cuenta las caracteristicas hidro-
filicas que exhibe el ibuprofeno como acido
organico débil, y el vertimiento continuo al
ambiente este puede persistir y permanecer
disueltos en la columna de agua o acumu-
larse en el sedimento, plantas u organismos
acuaticos o especies no objetivo (Gonzalez-
Mira et al., 2016).
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Figura 3. Frecuencia de deteccion global de los cumpuestos en estudio en las muestras de agua.

Fuente: Autores

Agua de consumo humano

Para las muestras de agua de consumo hu-
mano colectadas en la zona urbana de la ciu-
dad de Monteria, no se detecté naproxeno,
cafeina ni triclosdn en ninguno de los cinco
sitios evaluados. Sin embargo, se detectd la
presencia de gemfibrozilo e ibuprofeno. Ge-
mfibrozilo fue detectado en un solo sitio (P3)
con una concentracion de 0,112 ug/L y para
el ibuprofeno en 3 sitios de muestreo (P2,
P3 y P4) con concentraciones entre 0,061 y
0,080 ug/L. La presencia de estos dos com-
puestos en muestras de agua de consumo
humano puede indicar que el procedimien-
to de potabilizacion no es lo suficiente efi-
caz para su eliminacién o que no se esta te-
niendo en cuenta la presencia de esta clase
de contaminantes dentro de los sistemas de
tratamientos empleados. En general, estos
compuestos no se incluyen en los parame-
tros de medicién de la calidad del agua, dado
que no cuentan con una normatividad que
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establezca un limite maximo permisible. La
tendencia en la frecuencia de deteccién del
ibuprofeno en agua de consumo del presente
estudio se asemeja a la reportada por Made-
ra-Parra et al. (2018), donde el ibuprofeno,
en este mismo tipo de muestra, fue el com-
puesto que se encontré con mayor frecuen-
cia en las muestras de agua analizadas. El
ibuprofeno es un medicamento ampliamen-
te utilizado a nivel mundial y fue clasificado
como medicamento esencial por la OMS en
2019 (WHO, 2019). En Colombia, el ibupro-
feno fue el segundo analgésico mas vendido
dentro de los analgésicos antiinflamatorios
no esteroides (AINES); esta cifra aumenta
debido a su condicién de venta libre y a la
automedicacién (Roa & Cardenas, 2013). es
posible que esto sea un factor importante de
su presencia en aguas de consumo.

Las concentraciones de naproxeno e ibu-
profeno detectadas en agua de consumo se
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encuentran en niveles bajos, en comparacién
con la dosis de los comprimidos terapéuticas
comerciales. No existen criterios de valoracién
de toxicidad o ingestas diarias tolerables de
posicidn regulatoria, para la exposicién inad-
vertida a estos compuestos a través del agua
de consumo u otras vias de exposicién (WHO
2017, Abele et al, 2020). Por esta razon, es ne-
cesario llevar a cabo estudios desde el punto
de vista toxicoldgico sobre los posibles efectos
que estos pueden ocasionar en la salud, ya sea
de forma individual, como mezcla de varios
farmacos o por sus metabolitos de transfor-
macion. Sin embargo, en el caso del ibuprofe-
no, la ingesta de dosis altas de este farmaco
puede alterar la composicién microbiana intes-
tinal durante el consumo a largo plazo (Weiss
y Hennet, 2017), también puede alterar el sis-
tema endocrino e inducir hipogonadismo (Kris-
tensen et al., 2018). Por otra parte, Ellepola et
al., (2020) encontraron que los productos de
degradaciéon del ibuprofeno pueden ser mas
téxicos para la linea celular del rindn humano
y la linea celular del higado que el compuesto
original, por lo que la presencia de este far-
maco en aguas de consumo puede generar un
riesgo para la salud humana.

Agua superficial

En la tabla 3, se muestran las concentraciones
detectadas de naproxeno, ibuprofeno, gemfi-
brozilo, cafeina y triclosan, en las muestras de
agua superficial, el naproxeno se detect6 en 3
(S3, S4 y S7) de los 7 sitios muestreados con

un valor maximo de 0,417 ug/L en S7 ubica-
do sobre la parte baja del cauce del rio Sing,
en el municipio de Lorica. Aunque este mu-
nicipio cuenta con un sistema de tratamien-
to de aguas residuales en la zona urbana, la
zona rural carece del mismo, por lo que los
corregimientos realizan vertimiento de todas
las aguas residuales directamente al rio (Esco-
bar, 2003), es posible que esto represente una
fuente de ingreso de naproxeno a la cuenca
del rio Sinu.

Es importante resaltar que el rio Sing, a lo
largo de su cauce, recibe la carga de contami-
nantes de 9 municipios, algunos de los cuales
no cuentan con sistemas de tratamiento de
aguas residuales, asimilando de forma directa
contaminacién de tipo organico e inorganico
(Frémeta et. al, 2019). La presencia de na-
proxeno en el agua superficial puede compro-
meter la vida acuatica. Por ejemplo, se sabe
que el naproxeno puede afectar la expresion
del ARNm e influir de manera negativa en el
tracto gastrointestinal y los rifilones del pez
cebra (Ding et al., 2017), Ademas, puede
causar edema pericardico y dafio hepatico
histopatoldgico, (Li et al., 2016) e inducir ge-
notoxicidad (Ahmad et al., 2018 y Gorny et
al., 2019). En humanos, el naproxeno pue-
de causar efectos secundarios graves como
hemorragias y ulceras tanto en el estémago
como en el intestino, y efectos estructurales
sobre la membrana de los eritrocitos huma-
nos (Manrique et al., 2010).
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Tabla 3. Concentracidn de naproxeno, ibuprofeno, gemfibrozilo, cafeina y triclosan (ug/L)
en diferentes tipos de muestras de agua del departamento de Cérdoba, Colombia.

:‘:Z:s‘:a r:::ts:r:i Naproxeno Ibuprofeno Gemfibrozilo Cafeina Triclosan
S1 ND 0,054 ND ND ND
S2 ND ND ND ND ND
S3 0,056 0,122 ND ND ND
S4 0,225 0,049 ND ND ND
Agua superficial
S5 ND ND ND ND ND
S6 ND 0,047 ND ND ND
S7 0,417 ND ND ND ND
Promedio* 0,233 0,068 - - -
P1 ND ND ND ND ND
P2 ND 0,080 ND ND ND
Agua de P3 ND 0,061 0,112 ND ND
consumo
humano P4 ND 0,066 ND ND ND
P5 ND ND ND ND ND
Promedio* - 0,069 0,112 - -
R1 8,200 ND 1,300 43,380 2,250
R2 1,400 10,210 0,660 2,430 ND
R3 ND 3,190 ND 1,030 ND
Agua residual R4 ND ND 0,650 ND ND
R5 2,130 ND 0,780 ND ND
R6 ND ND 0,430 1,630 ND
Promedio* 3,910 6,700 0,764 12,118 2,250

ND= no detectado. Fuente: Autores
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Para el caso del ibuprofeno, las concentracio-
nes detectadas en el presente estudio en agua
superficial (ND-0.122 pg/L) fueron inferiores a
las halladas por Da Silva et al., (2011), (0.277
Hg/L) en aguas de la Cuenca del rio Ebro, Es-
pafia. Las concentraciones de naproxeno e
ibuprofeno se encontraron en el rango de las
reportadas por Madera-Parra et al., (2018) en
aguas de rio en la ciudad de Cali, Colombia,
con valores entre 0,03 y 1,2 pg/L. se ha de-
tectado ibuprofeno en agua superficial, subte-
rranea y de consumo humano en 47 paises en
todo el mundo, con concentraciones ambien-
tales medias y maximas mundiales de 0.108
Mg/L y 303 ug/L, respectivamente (Aus der
Beek et al., 2016).

En especies acuaticas, como peces, el ibu-
profeno puede provocar alteraciones en la
reproduccion y el desarrollo (Vianneth vy
Roa, 2013), estrés oxidativo y cambios he-
matoldgicos (0.1, 1.0 y 10 pg/L) (Mathias et
al., 2018). En la especie Rhamdia quelen,
expuesta durante 14 dias a ibuprofeno a
concentraciones ambientales (0, 0.1, 1 y 10
Mg/L), este causd nefrotoxicidad y demostro
un efecto inmunosupresor (Mathias., et al
2018). En las muestras de agua superficial
estudiadas en este trabajo, no se detectd
gemfibrozilo, cafeina ni triclosén en ninguno
de los siete sitios de muestreo. Ademas, el
ibuprofeno muestra un impacto adverso en
las células renales humanas, las células he-
paticas y las especies del microbiota intesti-
nal incluso con una exposicién a muy corto
plazo (WE Bennett Jr. et al., 2009).

Las concentraciones detectadas se pueden
trazar como informacién base sobre com-
puestos farmacéuticos en aguas del rio Sind,
el tercero mas grande, después del Magda-
lena y el Atrato, y que desemboca en el Mar
Caribe (Acosta-Ordofiez & Acosta-Ordofiez,
2013).

Agua residual

En las muestras de agua residual se encontra-
ron las mayores concentraciones de cada uno de
los cinco compuestos analizados, lo que muestra
la carga de contaminantes que se transporta a
través de las mismas. De los compuestos objeto
del estudio, el triclosan fue el que se encontré en
menor proporcién, con una frecuencia de detec-
cion global del 5,6%; Unicamente se detectd en
el sitio muestreo de agua residual R1, con una
concentracion de 2,25 ug/L. La baja frecuencia
de deteccion de triclosan se podria atribuir a
que puede ser degradado por microorganismos
y formar clorofenoles y dioxinas (Pefia-Alvarez
& Castillo-Alanis, 2015). Sin embargo, es impor-
tante destacar que el triclosan presente en el
agua residual puede transportarse a los siste-
mas Idticos, como los rios, por medio de esco-
rrentia donde, dada su toxicidad, podria afectar
a las bacterias y el fitoplancton, y ser téxico para
algunos organismos acuaticos; ademas, tiene
una tendencia a acumularse en los organismos
por ser lipofilico (Rlidel et al., 2013). El triclosan
también interfiere con la absorciéon de yoduro
y el eje hipotaldmico-pituitario-tiroideo debido a
su estructura similar con las hormonas tiroideas
(Chen et al., 2014).

La cafeina en el agua residual se detecté en el
66% de las muestras de agua residual, con un
maximo de 43,38 ug/L (tabla 2), siendo esta la
mayor concentracion encontrada de todos los
compuestos estudiados y en todos los tipos de
muestra analizados. La cafeina ha sido catalo-
gada como un indicador antropogénico de con-
taminacion, teniendo en cuenta la cantidad de
productos en los que se encuentra (Ferreira,
2005). La evidencia ha demostrado que la ex-
posicién prolongada a niveles traza de cafeina
podria provocar la muerte de algunos organis-
mos acuaticos (Pires et al., 2016). En un estu-
dio realizado por Pennington et al., (2017), se
reportd que la exposicidon a cafeina (0,5-18,0
Mg/L) durante 28 dias causé 8,3, 12,5y 22,2%
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de Mortalidad de Hediste diversicolor, Diopatra
neapolitana y Arenicola marina, tres especies
de poliquetos con caracteristicas de ciclo de
vida y buena propiedad bioindicadora de las
condiciones ambientales.

En el agua residual, el gemfibrozilo fue el com-
puesto que presenté una mayor frecuencia de
deteccidon (83,3%), la maxima concentracién
detectada fue de 1,30 ug/L, en el sitio R1. Este
regulador lipido es uno de los farmacos mas
recetados en todo el mundo y de los que se
encuentran con mayor frecuencia en agua su-
perficial y residual (Barreto et al., 2018). De la
misma forma que el triclosan, el gemfibrozilo
puede transportarse a los rios. donde su pre-
sencia podria inducir algunas alteraciones en
especies como los peces. En la dorada (Sparus
aurata), se ha informado que causa efectos
genotdxicos a una concentracién que se de-
tecta con frecuencia en el ambiente (1,5 ug/L)
(Barreto et al., 2017), afecta la transcripcién
de genes clave involucrados en la homeosta-
sis de lipidos y se caracterizd6 como un agente
inductor de estrés (Teles et al., 2016). Aunque
relacionar los niveles de gemfibrozilo detecta-
dos en agua superficial y residual con los pa-
decimientos de enfermedades cardiovascula-
res en una poblacién es algo que requiere de
muchos estudios, la deteccion de gemfibrozi-
lo se podria incluir como un indicador de esta
enfermedad, siendo necesario implementar un
programa de ecofarmacovigilancia basada en
la deteccion de gemfibrozilo.

Actualmente, la ciudad de Monteria, cuenta
con sistemas de tratamiento de aguas resi-
duales (4 en total) con estructura de cribado,
retencion de grasas y camara comun de llega-
da, que involucran siete sistemas de lagunas
facultativas. Estos resultados pueden ser uti-
les para el disefio de futuras plantas de trata-
miento de aguas residuales (PTAR) que permi-
tan la eliminacién de CE en el agua.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio
muestran la presencia generalizada de los
compuestos farmacéuticos en el sistema
acuatico. Se resalta la deteccién de ibuprofeno
y gemfibrozilo en agua de consumo humano
revelando la baja eficacia del proceso de pota-
bilizacion empleado. En los tres tipos de agua
analizados, el ibuprofeno fue el compuesto
que se detecté con mayor frecuencia, lo que
se podria relacionar con alto consumo de este
analgésico por parte de la poblacion. La pre-
sencia de naproxeno e ibuprofeno en muestras
de agua de rio fueron bajas, pero muestran un
pequeno aporte a la problematica de contami-
nacion asociada al rio Sinu, a pesar de facto-
res como la dilucién de los cuerpos de agua y
la capacidad de atenuacién natural que ayu-
dan a la eliminacién de estos compuestos. Las
concentraciones encontradas de naproxeno,
ibuprofeno, gemfibrozilo, cafeina y triclosan
pueden trazarse como base o referencia en la
medicion de compuestos emergentes en esta
region del pais. Es necesaria la realizacion
de mas estudios que permitan comprender
y evidenciar el impacto ambiental de los CE,
ampliando la gama de compuestos por estu-
diar y que incluyan sus metabolitos y efectos
ecotoxicoldgicos asociados. Este estudio es el
primero en documentar concentraciones de
estos CE en este tipo de aguas, por lo que la
informacion derivada del mismo es el punto de
partida para otras investigaciones.
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RESUMEN

Contextualizacién: la localidad de Suba, es-
pecificamente la Unidad de Planeamiento Zo-
nal (UPZ) Tibabuyes, corresponde a un sector
de la ciudad de Bogota que, debido a su pro-
ceso de expansiéon desequilibrado, ha llevado a
que las personas se asienten de manera ilegal
sobre las Areas Protegidas como el Humedal
Juan Amarillo, el Humedal de la Conejera y la
Zona de Manejo Especial del rio Bogota perte-
necientes a la Estructura Ecolodgica Principal y
se encuentren expuestos a fenomenos natura-
les como la inundacion.

Vacio de conocimiento: Las incertidumbres
en la variabilidad climatica en zonas de vulne-
rabilidad hacen que la poblacion sea propensa
a sufrir accidentes de acuerdo a los posibles
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eventos naturales por una inadecuada planea-
cion zonal y sobre todo una falta de planea-
cion, es por esto que la investigacidon busca
brindar diferentes herramienta metodolodgicas
conceptuales para mejorar las condiciones que
puedan llegar a afectar la calidad de vida de
los habitantes y que puede llegar a generar
consecuencias de ocupacion de suelos impor-
tantes para el pais y a aumentar significativa-
mente el riesgo.

Proposito: disefiar una propuesta conceptual
para reducir el riesgo de inundacién en UPZ
Tibabuyes.

Metodologia: se usdé un enfoque en la Ac-
cion Participativa (IAP) dentro de la cual se
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establecieron tres fases de investigacion en
donde se realizaron los analisis de percepcion
en la zona de acuerdo a las necesidades es-
tablecidas por la ronda hidrica, en la cual se
pudo categorizar la amenaza segun los esce-
narios de inundacién; para esto, se determina-
ron los parametros de evaluacién (alta, cuando
la [dmina de agua es >1,0 m y su velocidad >
2,0 m/s) y la categoria (media, cuando la Ia-
mina de agua es >0,5 < 1,0 m y su velocidad
esta entre 1,5 a 2,0 m/s).

Resultados y conclusiones: se determind el
plan de accién que consta de 19 estrategias,
de las cuales 10 corresponden a estrategias
implementadas es caso de presentarse un es-
cenario de riesgo alto de inundacién, y las 9
estrategias complementarias deben ser em-
pleadas en caso de presentarse un escenario
de riesgo medio de inundacion. en ambas se
relaciona la poblacién afectada, los requeri-
mientos y actividades técnicas por desarrollar
junto con un presupuesto estimado y sus posi-
bles fuentes de financiacion.

Palabras clave: Amenaza; inundacion; miti-
gacion; riesgo; probabilidad

ABSTRACT

Contextualization: The locality of Suba,
specifically the Tibabuyes Zonal Planning
Unit (UPZ), corresponds to a sector of the
city of Bogota which, due to its unbalanced
expansion process, has led people to settle
illegally on Protected Areas such as the Juan
Amarillo Wetland, the Conejera Wetland, and
the Bogota River Special Management Zone,
which belong to the Main Ecological Struc-
ture and are exposed to natural phenomena
such as flooding.

Knowledge Gap: the phenomenon of infor-
mal occupation has become a pattern that
does not favor the sustainability of the city of
Bogota and affects the quality of life, pover-
ty and a wide social problem that affects the
inhabitants and that can generate important
land occupation consequences for the country
and significantly increase risk.

Purpose: to design a conceptual proposal to
reduce the risk of flooding in UPZ Tibabuyes.

Methodology: a methodology focused on
Participatory Action (PAR) was used, within
which three research phases were established.
where perception analyzes were carried out in
the area according to the needs established
by the water round, in which the threat could
be categorized according to the flood scena-
rios, for this the evaluation parameters were
determined (high, when the sheet of water is>
1.0 m and its speed is greater than 2.0 m / s),
and the category (average, when the sheet of
water is> 0.5 <1.0 m and its speed is between
1.5t0 2.0 m/ s).

Results and conclusions: The action plan
consisting of 19 strategies was determined,
out of which 10 correspond to implemented
strategies in the event of a high flood risk
scenario, and the 9 complementary strate-
gies should be used in the event of a medium
risk scenario. flood. In both, the affected po-
pulation, the requirements and technical ac-
tivities to be developed are related, together
with an estimated budget and its possible
sources of financing.

Keywords: Hazard; Flood; mitigation; risk,
probability
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Préposito: Disefiar una propuesta conceptual para reducir el riesgo de inundacién en UPZ Tibabuyes

ENFOQUE ENLA
ACCION
PARTICIPATIVA

Se categoriza la

amenaza segun

los escenarios de
inundacién.

(IAP)

Media. cuando la
lémina de agua es
>0.5¢1.0my
su velocidad esta
entre1.502.0
m/s

Alta, cuando la
lamina de agua es
>1.0mysu
velocidad > 2,0
m/s

1. INTRODUCCION

El crecimiento urbano de las ciudades de Co-
lombia ha sido consecuencia de distintos proce-
sos de expansion, como aquellos relacionados
con el crecimiento poblacional; las migraciones
interdepartamentales en la busqueda de nue-
vas oportunidades econdmicas y sociales; en-
tre otros. Durante la década de los afios cin-
cuenta, el crecimiento demografico en Bogota
habia incrementado en un 250% con respecto
a los datos poblacionales del afio 1819 (Gober-
nacion de Cundinamarca, 2017), donde, al ser
la capital del pais, tenia un escenario propicio
para el desarrollo econdmico e industrial, gene-
rando un incremento en la ocupacién del suelo
y afectando las zonas rurales, cuerpos de agua
y ecosistemas como consecuencia de la alta
demanda de urbanizacién y de infraestructura
vial; ademas de la apariciéon de asentamientos
informales en la periferia, que forjaron patro-
nes de expansion no planificados que llevaron
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Alerta
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Se establecieron 19
estrategios, 10
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para mane jar el riesgo
altoy 9
complemmentarias para
el riesgo medio de
inundacién
T ———

Poiticas y Reasentamiento
para zonas de
riesgo no >
mitigable

iesds Planteamiento
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RESULTADOS

La principal consecuencia del
iesgo existente se debe ala
conformacion de
asentamientos informales

Se establece que lo
vulnerabilidad de la zona de

UPZ y la ocupacién del suelo
> CONCLUSIONES

estadistico efectuado. se
establecid que mds del 75%

Resolucién 0957 de
2019,

a un desarrollo ecolégicamente insostenible y
que generd un cambio en las dindmicas urba-
nas (Guzman, 2015).

Debido a la necesidad de la organizacién te-
rritorial del Distrito Capital, surgieron linea-
mientos en su division administrativa, tales
como el Acuerdo 11 de 1954 por alcaldias
menores de municipios anexos, posterior-
mente se dividié en diecinueve alcaldias con
el Acuerdo 8 de 1977. Para el afio 1993, el De-
creto de Ley 421 en su articulo 62, establece
las localidades como entes territoriales den-
tro de la divisiéon politico-administrativa del
Distrito Capital. Por ultimo, el Articulo 49 del
Decreto 190 de 2004 establece en el Plan de
Ordenamiento Territorial, dividir la ciudad en
la “Unidades de Planeamiento Zonal” (UPZ)
para asignar las normas urbanisticas de las
veinte localidades de la ciudad.
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La localidad de Suba limita al norte con el munici-
pio de Chia, al occidente con el de Cota, (tenien-
do al rio Bogota de por medio en ambos limites),
al oriente con la localidad de Usaquén, y al sur
con las localidades de Engativa y Barrios Unidos,
(SDP, 2017). Esta localidad se conforma de 11
UPZ. En el caso de la UPZ Tibabuyes, se localiza
en el extremo suroccidental, con una extension
de 726,4 ha, equivalentes al 11,6% del area total
de las UPZ de la localidad. (SDP, 2017); presenta
asentamientos de manera ilegal sobre las areas
protegidas, donde se ubican el Humedal Juan
Amarillo, el Humedal de la Conejera y la Zona de
Manejo Especial del Rio Bogotd, pertenecientes
a la Estructura Ecoldgica Principal (SDP, 2017).
Debido a la presencia de estos sistemas hidricos,
la zona se encuentra expuesta a fendmenos na-
turales como la inundacion.

La Alcaldia Mayor de Bogota indica que, en el
afo 2005, el crecimiento de Bogota se concen-
tré en los extremos Occidental, Sur y Norte de
la ciudad, especificamente hacia las localida-
des de San Cristébal, Bosa, Kennedy, Suba y
Engativd, debido al surgimiento de pequenos
asentamientos legalizados y conexos a desa-
rrollos urbanisticos como el Rincén de Santa
Inés y Tibabuyes, en Suba.

Conjuntamente, la zona suroccidental de la
localidad de Suba ha dejado de ser una zona
agricola para convertirse en un sector subur-
banizado, que posee caracteristicas de suelos
rurales como la vegetacién, la capacidad de
filtracion y almacenamiento del agua que, por
consecuencia del cambio en el uso del suelo
actual, genera un aumento en los niveles de
escorrentia (Serrano y Hernandez, 2012).

Ronda de inundaciéon y estrategias del
plan de accion.

La UPZ Tibabuyes la constituyen los barrios Ti-
babuyes II, Sabana de Tibabuyes y Rincén de
Santa Inés, entre otros, y presentan mayor

riesgo de inundacién, debido a que se encuen-
tran por debajo del nivel promedio de los cuer-
pos de agua, del Humedal de la Conejera y, en
el caso de Lisboa, Santa Cecilia, Santa Rita de
Suba y San Pedro, se encuentran por debajo del
Humedal Juan Amarillo y préximos a la ronda
del Rio Bogota (Serrano & Romero, 2017). La
urbanizacion desmedida sobre estos cuerpos de
agua ha generado alteraciones del cauce del rio
Bogota y del Humedal Juan Amarillo, aumentan-
do la probabilidad de ocurrencia de encharca-
mientos entre el 10 y el 65%. (IDIGER, 2018).

Segun la Resolucion 1631 de 2018, estos ba-
rrios poseen zonas en riesgo medio y alto de
inundacion debido a que se encuentran en el
area minima potencialmente inundable de la
cuenca media del rio Bogota, que equivale a
8920 Hectéareas (IDIGER, 2018). Adicionalmen-
te, el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales (IDEAM) pronostica que,
para el periodo 2011-2040, la UPZ Tibabuyes
presentara un exceso de precipitaciones ma-
yor a un 40% (IDIGER, s. f.) lo cual proyecta
otro factor de riesgo para los barrios suscepti-
bles ante la ocurrencia de inundaciones.

Una de las acciones que pretenden mitigar las
situaciones agravantes del riesgo de inunda-
cion es la limpieza del cauce del rio Bogota3,
por lo que se han realizado trabajos de lim-
pieza por parte de la Alcaldia Local de Suba
y la comunidad. Estas jornadas, han demos-
trado fallas en los jarillones, presencia de es-
combros, residuos sélidos y obstrucciones. De
la misma manera, la Corporacion Auténoma
Regional de Cundinamarca (CAR) para el afio
2013 invirtid en obras publicas, en la limpieza
de los jarillones, ademas de establecer muros
de contencidn y estaciones de monitoreo (Al-
caldia Local de Suba, 2012).

Desde el afio 2017, la Unidad Nacional para la
Gestion del Riesgo de Desastres (UNGRD) con
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el apoyo del IDEAM, en el marco del Plan Na-
cional de Gestion del Riesgo, han elaborado
lineamientos para la evaluacion probabilisti-
ca del riesgo por inundacién en todo el pais.
(UNGRD, 2018); sin embargo, a pesar de las
acciones realizadas por las instituciones para
la mitigacién del riesgo por inundacién, aun
falta fortalecer las estrategias preventivas y
correctivas en todo el territorio colombiano, y
determinar los escenarios mas susceptibles de
riesgo, haciendo un analisis articulado en las
diferentes escalas zonales, como las Unidades
de Planeamiento Zonal, donde se pueden evi-
denciar mas facilmente varios factores de ries-
go y las afectaciones a un mayor nivel. Para el
caso de estudio de la UPZ Tibabuyes, aparte
de los escenarios mencionados anteriormente,
también se considera que varios barrios per-
tenecientes a esta UPZ presentan problemas
en el sistema de alcantarillado, los cuales se
ven desfavorecidos por la descarga libre y el
aumento en los niveles del rio Bogota.

Visitas de
campo

Anélisis de la
percepcion

FASE I
Evaluacion

estrategias

Vol. 12 No. 2 | julio - diciembre de 2021

Con este panorama, se establece como ob-
jetivo general del trabajo de investigacion:
disefiar una propuesta conceptual para la re-
duccion del impacto de las inundaciones en la
UPZ Tibabuyes.

2. MATERIALES Y METODOS

El tipo de investigacidon es descriptiva con un
enfoque de accidn participativa el cual estable-
ce medidas de planificacion para dar solucion
a una problematica a partir de la intervencién
social de los actores involucrados.

La metodologia empleada se dividié en tres fa-
ses (Figura 2). La primera fase corresponde al
diagnostico del area de estudio; en la segunda
fase se realizd la evaluacion de las estrategias
de mitigacion a través de la percepcion; y en
la Ultima fase, se desarrolld el plan de accién
como solucioén al riesgo.

FASEI

Diagnostico
del area de
estudio.

Matriz de
estrategias

FASE III

Plan de
accion

\//

Figura 2. Fases para el desarrollo de la investigacion.

Fuente: Autores.
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En la primera fase, se realiz6 el diagndstico del
area de estudio con el fin de hacer un reconoci-
miento de la zona; en esta fase se incorpora un
marco legal, por otra parte, se realizd un estu-
dio de ocupacion histdrica del suelo a través del
uso de aerofotografias obtenidas del Instituto
Geografico Agustin Codazzi (IGAC), se evalua-
ron las dinamicas poblacionales, las condicio-
nes econdmicas de la zona y se identificaron
las problematicas usando como instrumento
principal fuentes de informacién secundaria. En
la segunda fase, se planted una matriz (fig. 2)
de evaluacion la cual cuenta con las medidas
establecidas por el Instituto Distrital de Gestidn
de Riesgo y Cambio Climatico (IDIGER) para el
periodo de lluvias Afio 2019 para la mitigacién
del riesgo por inundacién y un indicador basa-
do en el concepto de Amenaza Alta y Amenaza
media de inundacién la cual toma variables de
profundidad y velocidad de flujo de cauce. Cada
medida fue clasificada segun el tipo de Amena-
za por mitigar; esta clasificacion se realizd con
base en informacidn secundaria.

Asi mismo, en esta fase se realizd el analisis de
percepcion de la vulnerabilidad a la poblacion
como forma de valoracidon para la matriz plan-
teada. Para estimar la percepcion de las perso-
nas, se llevd a cabo un sistema de recoleccion
de informacién a partir de una encuesta con
27 preguntas con respuesta cerrada relaciona-
das con las medidas presentadas en la matriz
de evaluacién; la encuesta fue aplicada a una
muestra significativa, que se definié a través de
un muestreo estadistico estratificado, dividien-
do la poblacién de la Unidad de Planeamiento
Zonal Tibabuyes por estratos (Sin estrato, estra-
to 2 y estrato 3) y a partir de esto se determind
la muestra total. Para la seleccién de la muestra
se utilizo la siguiente formula estadistica:

k?xp*k*N
(e2x(N—1)+K2+P=xQ

n=

Ecuacion 1. Férmula para establecer el tamano
de la muestra (n).

En donde:

N: Tamarfo de la poblacion.

k: Constante que depende del nivel
de confianza (90%).

e: Error muestral deseado.

p: Es la proporcion de individuos que poseen
en la poblacion la caracteristica de estudio.

q: Es la proporcién de individuos que no
poseen esa caracteristica, es decir, 1 - P.

n: Es el tamafio de la muestra.

Con base en la muestra significativa de 277
personas, los resultados se relacionaron di-
rectamente con las estrategias planteadas
para la mitigacion del riesgo; después, se
realizé un analisis estadistico descriptivo uti-
lizando como base el Software Estadistico R,
en el cual se determind la aceptacion del va-
lor central de la distribucidon de acuerdo con
el grado de aceptacion y asi tomar las medi-
das de centralizacién por medio de medidas
de posicion.

En la tercera fase metodoldgica, se elabord un
plan de accién conformado por 19 estrategias
de accién, que se enfocan directamente con
cada medida planteada en la matriz (fig.2) de
evaluacion. Dentro del plan de accidn se esta-
blecen los objetivos, los impactos generados,
las actividades para realizar la estrategia, las
recomendaciones técnicas y el valor presu-
puestado con las fuentes de financiaciéon con
el fin de proponer una solucién al riesgo exis-
tente en la UPZ Tibabuyes.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
Diagnoéstico del area de estudio

Figura 3. Aerofotografias de la UPZ Tibabuyes para el afio 1995 y 2004.
Fuente: Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC,2019)

La zona de estudio se ha ido conforman- desarrollo socioecondmico y ambiental de la
do bajo un marco legal que ha permitido el UPZ (Tabla 1).

Tabla 1. Matriz de cumplimiento de la normativa asociada con la UPZ Tibabuyes.

Norma Si cumple No cumple
Decreto 190 de 2004 X X

Ley 1523 de 2012 X

Ley 99 de 1993 X

Decreto Distrital 657 de 1994
Decreto 566 de 2014

Ley 810 de 2003 X
Acuerdo 17 de 2009

Acuerdo Local 4 de 2016 X X
Decreto 62 de 2006 X

Resolucion 957 de 2019 X

Fuente: Autores

Es de resaltar que la localidad de Suba ha También se han presentado iniciativas en la
desarrollado multiples iniciativas ciudadanas Comision Ambiental Local de Suba en donde
alrededor de los humedales de La Conejera, se han adelantado procesos de proteccidon de
Cordoba, Juan Amarillo y Torca. De igual for- zonas periféricas y rondas de los humedales y
ma, se han presentado intervenciones y activi- del rio Bogotd, se ha hecho la recuperacién del
dades en el rio Bogota, la Quebrada Salitrosa, espacio publico, campafias de sensibilizacién
los Cerros de Suba y las UPZ con mayor grado y acciones encaminadas a la recuperacién de
de urbanizacion (Rodriguez & Guarin, 2015). los cerros de Suba (Rodriguez & Guarin, 2015).
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En cuanto a las dindmicas poblacionales para
la Localidad de Suba en los aifos 2014-2017, se
estimo6 que la UPZ Tibabuyes seria la segunda

mas poblada con un porcentaje equivalente al
20.7% (SDP, 2017).

Tabla 2. Proyecciones de poblacién en la Localidad de Suba 2016-2020.

Total

1.250.734
1.282.978
1.315.509
1.348.372
1.381.597

Fuente: Adaptacién Secretaria Distrital de Planeacién (2014)

Con respecto a las proyecciones estima-
das para la Localidad de Suba entre los afios
2016- 2020, la poblacién aumentara (Tabla 2),
lo que también podria explicar el aumento de
asentamientos y, por ende, el impacto sobre
la ronda hidrica del rio Bogotd, de conformi-
dad con la ubicacién de algunas viviendas en
las UPZ El Rincdn y Tibabuyes, con estratifica-
cion 1 y 2 respectivamente (SDP, 2017). Otra
situacién que se podria dar es el crecimiento
de actividades econémicas informales, que no
cumplirian normas ambientales relacionadas
con vertimientos o residuos sélidos cerca a los
cuerpos hidricos de interés.

Segun la Alcaldia Mayor de Bogota, la UPZ
cuenta con un buen Indice de Calidad de Vida
(ICV), este se basa en la aproximacion al cal-
culo del indice, a partir del principio de que to-
das las dimensiones o nucleos tienen el mis-
mo peso y, dentro de cada dimension, todos
los indicadores también tienen el mismo peso.
Esta aproximacion se ha usado ampliamente en
la construcciéon de indices multidimensionales
como la medicidon multidimensional de la pobre-
za (Alkire y Foster, 2011; Alkire y Santos 2010;
Angulo, Diaz y Pardo, 2011). En este sentido,
para obtener el puntaje de cada dimension, se

promedian todas las variables (ya normaliza-
das a la escalada de 0 a 100) que contienen
esa dimension; después, para calcular el ICV
Urbana se promedia el puntaje de las cuatro
dimensiones o nucleos, esta estan determina-
das en Necesidades basicas, dotaciéon Urbana
y medio ambiente, bienestar y oportunidades
y cohesidn social., al tener 93.1 puntos de 100
posibles; sin embargo, cuenta con el 8.1% de
la poblacién que vive en situacion de pobreza.
Asi mismo, con base en el POT de Bogota, el
uso del suelo urbano de Suba se divide en siete
campos de actividad, de los cuales se destaca
el uso residencial (el mas predominante); per-
mitiéndose, en bajas cantidades, el comercio
y los servicios (Instituto de Estudios Urbanos,
2011). En la UPZ Tibabuyes solo se presentan
tres de estas (sin estrato, 2 y 3) (Secretaria
Distrital de Planeacion, 2017).

Con relacion a la ocupacién de sus habitantes,
la mayoria se dedica a trabajar en construc-
cidon, mecanica, conduccién, cultivos de flo-
res, servicio doméstico, restaurantes, opera-
cion de fabricas y el sector informal; esto se
ve mas presente en zonas como Casa Blanca,
Rincdn, Tibabuyes y Suba Centro (Instituto de
Estudios Urbanos, 2011).
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Evaluacion de las estrategias para los
escenarios de riesgo

Las estrategias para la mitigacién del riesgo
por inundaciéon fueron adaptadas a partir de
las acciones establecidas en el Plan de Contin-
gencia elaborado por el Instituto Distrital de
Riesgos y Cambio Climatico (IDIGER).

Segun los escenarios planteados, se construyd

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental
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un indicador basado en el concepto de Riesgo
alto y Riesgo medio, que toma las variables
de profundidad y velocidad del flujo del cauce.
Para la Amenaza Alta de inundacién, la pro-
fundidad de lamina de agua debe oscilar entre
1,5 m/s y 1,0 m/s (Figura 2), segun la me-
todologia de inundacién hidraulica de “Bogota
MEJOR para Todos”, 2016-2020, propuesta por
el IDIGER.

CATEGORIZACION DE
AMENAZA

AMENAZA MEDIA

PARAMETRO_ DE
EVALUACION

Lamina de agua > 1,0

m
Velocidad de Flujo > 2
m/s

0,5m > Lamina de
agua < 1,0m
1,5 m/s > Velocidad de
Flujo < 2 m/s

Figura 3. Categorizacién de la amenaza de acuerdo con los escenarios de inundacion.

Fuente: Autores.

Se elabord la matriz de estrategias, que presen-
ta 19 medidas establecidas en caso de presen-
tarse riesgo alto y medio de inundacion. Para el
riesgo alto de inundacion, se establecieron me-
didas de tipo estructural como jarillones, mu-
ros de contencion, adecuacion hidraulica e im-
plementacion de Sistemas Urbanos de Drenaje
(SUDS), ademas de otro tipo de medidas no
estructurales como operativos de evacuacion,
alertas hidrometereoldgicas, reasentamiento,
politicas sobre la planeacién urbana, consolida-
cion de la Estructura Ecoldgica Principal (EEP) y
sistemas de bombeo provisionales.

Para el riesgo medio de inundacién, se encuen-
tran estrategias de tipo no estructural como
Sistemas de Alerta Temprana por eventos hi-
droldgicos extremos; capacitaciones y sensi-
bilizaciones sobre el riesgo; mantenimiento
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de los cuerpos de agua y del mobiliario ur-
bano; modelacidon hidroldgica; monitoreo de
lluvias; monitoreo del caudal del rio; y sefiali-
zacion preventiva.

La matriz fue disefiada con el fin de evaluar,
a través de la percepcion de los habitantes
de la zona, la seguridad, el conocimiento y la
eficacia de este tipo de medidas en caso de
presentarse algun tipo de escenario anterior-
mente mencionado.

Percepcion del riesgo

El analisis de la percepcion fue realizado a par-
tir de los resultados estadisticos que se pre-
sentan en cuatro apartados:

APARTADO I: evaluacion general de la percep-
cidon de los habitantes de la zona de estudio.
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Figura 4. Grafico Bloxplot sobre la percepcién
de las estrategias de mitigacion del riesgo.

Fuente: Autores

Segun la Figura 4, se presenta un grafico Box-
plot en el cual se comparan dos categorias de
respuesta logicas (si y no); la distribucidon de
ambas respuestas fue evaluada a partir de
una encuesta para identificar la percepcién de
la poblacién en relacién con el conocimiento,
el sentimiento de seguridad y la efectividad de
las estrategias para la mitigacién del riesgo de
inundacion y su importancia.

Los resultados de la estadistica descriptiva
general demuestran que los rangos intercuar-
tilicos, con los valores de ambas respuestas,
representan el 50% comprendido en 104 en-
cuestados, que siendo esta, la diferencia entre
los valores del tercer y primer cuartil; sin em-
bargo, los valores de la mediana son mayores
para las respuestas “"No” que las respuestas
“Si”, con los resultados de 154 y 123, respec-
tivamente. Lo que confirma el resultado esta-
blecido en el Boxplot.

Para este anadlisis, el indicador mas importante
(aunque cada vez mas cuestionado) es el lla-
mado p-valor, mediante el que, habitualmente,
se considera estadisticamente significativo el
efecto del tratamiento cuando este es inferior

a 0,05. En este caso, el p-valor es de 2,2e-16,
por lo que se consideraria que existe diferen-
cia significativa entre los grupos; por ende, se
estima que la poblacion no se siente segura
con las medidas implementadas actuales, y re-
quieren la implementacién de un plan de ges-
tion de riesgo.De acuerdo con Vallejo y Vélez
(2009), el conocimiento del riesgo se adquie-
re en mayor parte mediante los medios infor-
mativos y no de la experiencia directa, es por
esto que la percepcion del riesgo y los rasgos
de vulnerabilidad varian teniendo en cuenta el
medio informativo y la difusién de los mismos.

APARTADO II: analisis de la percepcion basado
en el conocimiento de las estrategias para la
mitigacién del riesgo.

250

200
L

150
1

100
I

—

T T
Sl NO

Figura 5. Conocimiento de los habitantes sobre las
restricciones y determinacion de riesgo de inundacidn.

Fuente: Autores.

A través del Bloxplot presentado en la Figura 5,
se visualiza la gran dispersion presentada entre
las respuestas, lo que sugiere que existe desco-
nocimiento de este tipo de estrategias, puesto
que mas del 75% de los habitantes confirman
tener desconocimiento, segun los resultados
del tercer cuartil de la respuesta “"No".
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De igual forma, se confirma que los rangos
intercuartilicos estdan comprendidos en 68,6,
que es la diferencia entre los valores del tercer
y primer cuartil; sin embargo, los valores de
la mediana son mayores para las respuestas
“No” que las respuestas “Si”, con los resulta-
dos de 223,5 y 53,5, respectivamente, lo que
confirma los resultados del Boxplot.

Respecto a la percepcién de los habitantes de
la UPZ Tibabuyes encuestados, existe desco-
nocimiento en cuanto al Plan de Emergencia.
Asi mismo, las personas desconocen las sefia-
les de prevencion del riesgo; sin embargo, de
acuerdo con la visita de campo realizada, se
encontrd que en el barrio Villa Cindy existe la
presencia de un cartel informativo sobre asen-
tarse en lugares en zona de riesgo, menos de
la mitad de la muestra afirma conocer el mapa
de riesgo de la zona. De igual manera, existe
desconocimiento sobre las alertas tempranas,
que, de acuerdo con la muestra encuestada,
no han sido implementadas.

Contrariamente, las personas conocen las
restricciones de encontrarse en una zona de
riesgo, sin embargo, debido a factores eco-
nomicos y al arraigo sobre sus viviendas,
hace que no pretendan trasladarse a otro lu-
gar. Asi mismo, algunas personas encuesta-
das afirman haber asistido a capacitaciones
sobre el riesgo; sin embargo, en la mayoria
de los barrios no existid ninguna informa-
cién acerca de esto. Finalmente, la poblacion
ha presenciado campafias de limpieza del
rio y humedales, a nivel general, afirmando
su participacion en estos eventos seis anos
atras, lo que sugiere que la limpieza de este
tipo de cuerpos de agua no es relevante, y
se pueden presentar otro tipo de complica-
ciones relacionadas con la cantidad de sedi-
mentos que obstruyen el drenaje.

Plan de acciéon como forma de mitigacion
del riesgo
Se proponen una serie de estrategias de accion
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en escenarios de riesgo alto y medio de inunda-
cion de acuerdo con cada estrategia evaluada,
con el fin de garantizar su eficacia a la hora de
presentarse un riesgo de inundacién.

El plan de accidén consta de 19 estrategias, de
las cuales 10 corresponden a estrategias imple-
mentadas en caso de presentarse un escenario
de riesgo alto de inundacion, y las 9 estrategias
complementarias deben ser empleadas en caso
de presentarse un escenario de riesgo medio

de inundacién (Tabla 3- Tabla 4), la descripcion
especifica de cada estrategia puede visualizarse
en el anexo "PROPUESTA CONCEPTUAL PARA
LA MITIGACION DE RIESGO POR INUNDACION
EN LA UNIDAD DE PLANEAMIENTO ZONAL
(UPZ) TIBABUYES, LOCALIDAD DE SUBA.

Asi, las 10 estrategias implementadas en
escenarios de riesgo alto se resumen de la
siguiente forma: adecuacion hidraulica en el
tramo del Km 68 con la ampliacion de 30
a 60 metros del cauce, operativos de eva-
cuacién de acuerdo con los planes de emer-
gencia, alerta hidrometereoldgica roja por
riesgo critico de desbordamiento en el rio,
consolidaciéon de la estructura ecoldgica
principal, levantamiento y mantenimiento
de Jarillones sobre el borde izquierdo del
afluente, implementacion de muros de con-
tencién, desarrollo de normativas que regu-
len el uso del suelo, reasentamiento para
zonas de riesgo no mitigable, implementa-
cién de sistemas urbanos de drenaje bajo el
concepto de ecourbanismo y suministro de
sistemas de bombeo provisionales.

Mientras que las estrategias complementarias
son: instalar sistemas de alertas por eventos
hidroldgicos externos, declarar el sistema de
alerta naranja cuando se identifique la ten-
dencia ascendente de los niveles de los rios
y la persistencia de las lluvias, programas de
capacitacion sobre el riesgo y talleres sobre el
manejo de la emergencia, retiro de residuos
y estructuras que afecten el drenaje, realizar
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mantenimiento con el fin de eliminar obstruc-
ciones que puedan generar fallas en el dre-
naje, modelacion hidrolégica, monitoreo de

lluvias, monitoreo del afluente y del caudal del
rio, redes comunitarias que alerten el riesgo
con el fin de resguardarse.

Tabla 3. Matriz de estrategias riesgo alto.

(Intervencion correctiva-prospectiva )

MATRIZ DE ESTRATEGIAS PARA LA MITIGACION DE RIESGO POR INUNDACION

Tipo de estrategia

Estrategia

Indicador

Adecuacion hidraulica

La adecuacion hidréulica consiste en la intervencion de un
tramo de 68 Km desde Puente la Virgen hasta las compuertas
de Alicachin, en el cual se genera el mejoramiento del afluente y
la ampliacion de 30 a 60 mts del cauce.

Profundidad (H) > I m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Operativos de evacuacion

Se establecen operativos segun los planes de emergancia en los
cuales se tiene en cuenta lugares de resguardo y atencion a las
necesidades basicas de las personas .

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Alerta hidrometereologica
(ROJA)

Sistema de alerta roja por riesgo critico de desbordamiento por
el aumento del nivel del rio o cuando ha empezado la
inundacion.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Consolidacion de la Estructura
Ecologica Principal

Generacion de un corredor bioldgico de ronda con el fin de
generar la rehabilitacion de humedales que permitan la
regulacion hidrica y otros servicios ambientales.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Jarilllones

Levantamiento y mantenimiento de jarillones ubicados sobre el
borde izquierdo del afluente.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Muros de contencion

Implementacion de muros de contencion elaborados con
sedimentos de los cuerpos de agu con duracion de 100 afios.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Politicas y Planeamiento Urbano

Desarrollo de normativas que regulen el uso del suelo y el tipo
de edificacion y en consecuencia la realizacion de
planeamientos urbanos que tengan en cuenta las zonas con
riesgo de inundacion.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (V) > 2 m/s

Reasentamiento para zonas de riesgo
no mitigable

Se realiza un monitoreo de predios ocupados de forma ilegal,
aquellos que se encuentran en riesgo deben ser reubicados. El
IDIGER compra este tipo de predios y se genera la enajenacion
voluntaria.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Sistemas urbanos de drenaje bajo el
concepto de ecourbanismo

Implementacion de parques lineales sobre el borde del rio,
adoquines permeables y sistemas que permitan la captacion de

agua.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Suministro de sistemas de bombeo
provisionales

EI IDIGER suministra motobombas y electrobombas los cuales
permiten el manejo de inundaciones.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Fuente: Autores
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Mientras que las estrategias complementarias
son: instalar sistemas de alertas por eventos
hidroldgicos externos, declarar el sistema de
alerta naranja cuando se identifique la tenden-
cia ascendente de los niveles de los rios y la per-
sistencia de las lluvias, programas de capacita-
cion sobre el riesgo y talleres sobre el manejo
de la emergencia, retiro de residuos y estruc-
turas que afecten el drenaje, realizar mante-
nimiento con el fin de eliminar obstrucciones
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que puedan generar fallas en el drenaje, mo-
delacion hidroldgica, monitoreo de lluvias, mo-
nitoreo del afluente y del caudal del rio, redes
comunitarias que alerten el riesgo con el fin de
resguardarse.

Dentro de las estrategias se especifican los
objetivos, la poblacion beneficiada, los reque-
rimientos técnicos, el presupuesto, las activi-
dades a realizar y las fuentes de financiacion.

Tabla 4. Matriz de estrategias Riesgo medio.

MATRIZ DE ESTRATEGIAS PARA LA MITIGACION DE RIESGO POR INUNDACION
(Intervencion correctiva-prospectiva )

Tipo de estrategia

Estrategia

Indicador

Sistemas de alertas tempranas por
eventos hidrologicos
extremos

Instalar sistemas de alertas por eventos
hidrologicos extremos en zonas que han
presentado eventos historicos recurrentes con el fin
de evitar desbordamiento de los cauces.

0,5 m > Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (V) <2 m/s

Alerta hidrometereologica
(NARANJA)

Sistema de alerta naranja la cual se declara cuando
la tendencia ascendente de los niveles de los rios y
la persistencia de las lluvias indican la posibilidad
de que se presenten desbordamientos en las
proximas horas.

Profundidad (H) > 1 m
Velocidad de Flujo (Vf) > 2 m/s

Capacitacion y sensibilizacion a la
comunidad sobre el riesgo

Programas de capacitacion sobre el riesgo y talleres
sobre el manejo de la emergencia.

0,5 m > Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (Vf) <2 m/s

Limpieza de los cuerpos de agua
presentes en la zona

Retiro de residuos y estructuras que afecten el
drenaje del cuerpo de agua.

0,5 m > Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (V) <2 m/s

Mantenimiento de canaletas, cajas de
aguas
lluvia y mobiliario urbano

Mantenimiento con el fin de eliminar obstrucciones
que puedan generar fallas en el drenaje de los
cuerpos de agua.

0,5 m > Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (Vf) <2 m/s

Modelacion Hidrologica

Para la actualizacion de las 4reas de inundacion se
generan hidrogramas con diferentes periodos de
retorno calibrados utilizando diferentes pardmetros
de perdida y transformacion provenientes de
estudios realizados previamente en el cuerpo de

agua.

0,5 m> Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (Vf) <2 m/s

Monitoreo de lluvias

Se realiza seguimiento de las lluvias teniendo en
cuenta umbrales establecidos a los 7 dias con el fin
de establecer puntos criticos en las localidades.

0,5 m> Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (V) <2 m/s

Monitoreo del afluente y del caudal
del rio

Las estaciones ubicadas a lo largo del afluente
monitorean en tiempo real el movimiento de la
corriente y el caudal del rio.

0,5 m> Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (V) <2 m/s

Sealizacion de emergencia
preventiva

Redes comunitarias que alerten el riesgo con el fin
de resguardarse.

0,5 m> Profundidad (H) < 1,0 m
Velocidad de Flujo (Vf) <2 m/s
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4. CONCLUSIONES

Se realizd el diagnostico en la Unidad de Pla-
neamiento Zonal Tibabuyes frente al fendme-
no de inundacion, a partir de este fue posible
establecer que la vulnerabilidad de la zona de
estudio se debe principalmente a la cercania de
esta con el Humedal Juan Amarillo, el Hume-
dal de la Conejera y el rio Bogota; asi mismo,
la principal consecuencia del riesgo existente
se debe a la conformacion de asentamientos
informales y rellenos sobre los humedales,
anudado al crecimiento desmedido en la UPZ
y la ocupacidén del suelo con vocacién agricola,
generando problemas de escorrentia e infiltra-
cién causante de los encharcamientos presen-
tes en la UPZ Tibabuyes.

Para lograr resultados exitosos y definitivos,
se debe tener como base, la Resolucién 0631
de 2015, la cual “establece los parametros y
los valores limites maximo permisibles en los
vertimientos puntuales a cuerpos de aguas su-
perficiales y a los sistemas de alcantarillado
publico”, y permitiria mejorar los indices de
calidad en las aguas residuales tanto domés-
ticas como industriales en la zona, pero no se
hacer un seguimiento en su cumplimento de
manera exhaustiva.

El aumento poblacional de la zona, relaciona-
do con la informalidad tanto en las viviendas
como las actividades econdémicas, hace que se
presenten efectos negativos en el ecosistema
de la ronda del rio Bogota, debido a la mala
disposicion de residuos sélidos, y la contami-
naciéon del agua, lo que, ademas, afecta la sa-
lud humana.

Se evaluaron las estrategias de mitigacion del
riesgo adaptadas con la informacién estable-
cida por el IDIGER a través de la percepcién
de la poblaciéon. De acuerdo con el analisis
estadistico efectuado, se establecié que mas
del 75% de la muestra encuestada no posee

conocimientos respecto a las estrategias para
la mitigacion del fendmeno de inundacion; de
igual manera, las medidas de tipo no estructu-
ral se encuentran rezagadas en la zona puesto
gue no se ha realizado su implementacién.

Dentro de las medidas de mitigacion evalua-
das en la zona de estudio, a nivel general, se
presentan falencias relacionadas con la falta
de mantenimiento de las estructuras artificia-
les del rio, la falta de inversion por parte del
gobierno para el desarrollo de alertas a nivel
local, generacion de politicas publicas, mante-
nimiento de los cuerpos de agua e implemen-
tacion de estructuras urbanas como forma de
mitigar el riesgo y mejorar las condiciones de
vida de los habitantes de la zona de estudio.

Se presentd un Plan de Accion de acuerdo con
los escenarios de riesgo en la UPZ en donde
las estrategias evaluadas estan encaminadas
a sensibilizar a la poblacion respecto al ries-
go inminente de inundacién, mejorar el tipo
de estructuras para el control de inundaciones
e implementar estrategias inexistentes en las
zonas, que serviran para preparar a la pobla-
cidon ante una emergencia y reducir las condi-
ciones de riesgo actuales.

Para implementar de un Plan de Accién en la
zona de estudio es necesaria la percepcion de
la poblacién y la intervenciéon de las institu-
ciones y actores de caracter publico privado,
que contribuyan en la prevencion y gestion del
riesgo, y en el fortalecimiento del cumplimen-
to de la normativa vigente o, de ser el caso, su
actualizacion; como sucede con la Norma Téc-
nica Colombiana GTC 104, que establece Ges-
tion del Riesgo Ambiental y data de afio 2009

Se debe trabajar articuladamente en el Plan de
Ordenamiento Territorial con el Plan de Orde-
nacidon y Manejo de la Cuenca Hidrografica del
rio Bogotd, establecido en la Resolucién 0957
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de 2019, revisando las estrategias comple-
mentarias o faltantes en la gestién del riesgo
de inundacién y los asociados a esta.

CONTRIBUCION DE LA AUTORIA

Primer autor: metodologia de participacion,
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ra - borrador original Cuarto autor: revision
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El resumen identifica el objetivo y expone de
manera breve la metodologia, los resultados
y las conclusiones del estudio. No debera



exceder las 250 palabras, tampoco incluir
citas bibliograficas o abreviaturas, excepto
aquellas que sean ampliamente conocidas.
Segun sea el idioma original del manuscrito
deberd incluirlo en un segundo idioma (in-
glés y espafol).

Palabras clave

Se sugiere emplear una lista de cuatro a sie-
te palabras, presentadas en orden alfabético y
separadas por punto y coma (;).

No repita palabras que se encuentren en el
titulo. Evite el uso de palabras en plural y
frases. Idealmente emplee palabras norma-
lizadas o descriptores del tesauro AGROVOC,
UNESCO y que sean aceptadas por bases de
datos internacionales.

Resumen grafico

Es una representacién concisa y visual de
los principales hallazgos de la investigacion.
Debera permitir al lector comprender rapi-
damente la esencia del articulo e incentivar
su lectura.

Sera requisito que todos los articulos acepta-
dos incluyan esta imagen.

Tablas y figuras

Las tablas deben explicarse por si solas y no
duplican lo planteado en el texto, sino que lo
sustituyen o complementan.

Dentro del texto refiérase a la tabla de la si-
guiente forma, (Tabla 1). Presente los datos
en una tabla real sin lineas y columnas, a es-
pacio sencillo, sin divisiones verticales ni divi-
siones internas. Se deben utilizar unidades del
Sistema Internacional (SI). Las abreviaturas y
acronimos deben ser explicados como notas al
pie en cada tabla. En ningln caso se admitiran
tablas en formato apaisado.

Instrucciones para los Autores

Un ejemplo de la presentaciéon de una tabla es:

Tabla 1. Ejemplo de la presentacion de una tabla

::anT:;:t:Iae Nombre Apellido Departamento
M1 Milton Rodriguez | Cundinamarca
M2 Alberto Ruiz Cundinamarca
M3 Ricardo | Cadena Cundinamarca

Fuente de consulta: adaptado de: XXXXX.

Dentro de la categoria de figuras se incluyen
graficos, imagenes, fotos, y cada una de ellas
debe tener su correspondiente leyenda y fuen-
te, en caso de ser de su propia autoria men-
cionarlo. Las abreviaturas y acrénimos deben
ser explicados en la leyenda de la figura. Las
figuras deben ser enviadas en formato .jpg
.gif o .png y deben tener la calidad necesaria
para su publicacion (mas de 1024pixeles). Un
ejemplo de figura:

Estimated surface response

photodegradation
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Figura 1. Titulo de la figura. Leyenda de la figura, el

tipo de letra verdana tamafio 9. Fuente de: xx

Ecuaciones

Todas las ecuaciones se enumeran al lado de
la misma de la forma ecuacion 1 citadas en
el texto como (ecuacidon 1). Las ecuaciones
se sugieren que se desarrollen en el editor de
ecuaciones de Microsoft Word o a través de la
aplicacion de Mathtype.
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Contribucion de Ila autoria

En esta seccidon se explica cual fue la contribu-
cion de cada autor al articulo. Ejemplo: Primer
autor: Metodologia, investigacion, analisis de
datos, conceptualizacién, escritura — borrador
original. Segundo autor: Investigacién, concep-
tualizacion, analisis de datos, escritura — revi-
sién y edicidn. Tercer autor: Logistica, revision y
edicion. Cuarto autor: analisis de datos, revision
y edicidn. Quinto autor: Adquisicion de recursos,
administrador del proyecto, supervisién, con-
ceptualizacidn, escritura — revisién y edicién.

Agradecimientos

Esta seccion se utilizard para hacer un reco-
nocimiento a aquellas personas o instituciones
que han hecho contribuciones sustanciales al
trabajo o han prestado asistencia en la inves-
tigacion (técnica, financiera, logistica, intelec-
tual, entre otras.). Los agradecimientos deben
ir como una seccién separada después de la
discusién y antes de las referencias. Se incluye
aqui, las referencias de los proyectos que hi-
cieron posible el estudio.

Literatura citada

Deberan incluirse todas aquellas fuentes o au-
tores que fueron citados en el cuerpo del docu-
mento. Nunca debera referenciarse un autor que
no haya sido citado y viceversa. Tenga en cuenta
que no se admitiran articulos sin referencias. Un
60% de las citas debe provenir de investigacio-
nes publicadas en los Gltimos 10 anos.

Esta lista se organiza en orden alfabético y sin
enumerar, y cada una debe tener sangria fran-
cesa. Para la referenciacion de niumeros o vo-
[imenes de alguna publicacién usar nimeros
arabigos y no romanos.

Forma basica:

Apellido, A.A., Apellido, B.B., y Apellido, C. C.
(Ano). Titulo del articulo. Nombre de la revista,
volumen (numero), pp-pp.

Solo utilice fuentes electrdnicas que corres-
pondan a publicaciones con respaldo insti-
tucional, cuyo contenido no pueda ser mo-
dificado o eliminado en el futuro. No utilice
informacion proveniente de paginas comercia-
les o sitios de opinidn.

El formato de la literatura citada debe sequir la
normas APA, en cuanto a citacidon de articulos
cientificos, libros, capitulos de libro, paginas
Web, tesis de doctorado, maestria y pregrado,
informes, reportes, etc.

Anexos

Si tiene figuras que ocupen una pagina comple-
ta (dos cuartillas) o informacién adicional rele-
vante del estudio, pero que por su extension
no es posible situarla en el texto principal, le
recomendamos que lo coloque como anexo al
documento (Anexo 1, Anexo 2, etc.). Esta figu-
ra quedara enlazada en el espacio web donde
se alojara su articulo y en el caso de la versién
impresa se maneja con cédigo QR.

*** Se sugiere que los autores usen la plan-
tilla disefada para los articulos presentados
a la revista: https://hemeroteca.unad.edu.co/
index.php/riaa/about/submissions ***
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The Journal of Agrarian and Environmental Re-
search (RIAA) is an official publication of the
School of Agricultural, Livestock and Environ-
ment Sciences (ECAPMA) of the National Open
and Distance University (UNAD), destined to
publish articles resulting from the original in-
vestigations in the agrarian and environmental
area and related areas of knowledge in animal
production, agriculture and sustainable use
of natural resources. As examples of related
areas, mention, among others, Ethics, Eco-
logy, Sociology, Geography, History, Law and
Economics, when dealing with perspectives of
development, styles of agriculture, agrarian
history, development sustainable, of environ-
mental ethics, of agrarian and environmental
policy, environmental, forestry and agrarian
legislation or of significant and innovative con-
tributions with a systemic, interdisciplinary
and / or transdisciplinary vision.

The mission of RIAA is to promote communi-
cation and collaboration between national and
international researchers through the disse-
mination and transfer of knowledge related to
agricultural sciences and the environment, to
strengthen the generation of new knowledge.
The subjects in which RIAA publishes its re-
search products are:

1. Agroecology and sustainable production
models

2. Animal physiology and nutrition

3. Ethology and animal welfare

4. Land use and management

5. Principles and strategies of
environmental management

6. Rural development, Education

and Social projection

N

Biotechnology and alternative energies

8. Agroforestry systems, agroforestry,
agrobiodiversity

9. Clean technologies

10. Integral management of solid waste

11. Environmental Modeling and risk
management

12. Climate change

13. Diagnosis and pollution control

14. Animal and environmental ethics

15. Alternative processes for water

treatment.

Article arbitration process

The editor receives the postulated manuscripts
for publication and reviews that are oriented
to the RIAA themes and in accordance with
the publication rules. After this, the originals
pass to the Editorial Committee for the ap-
pointment of external peers. All originals are
submitted to arbitration in the double-blind
modality, at least two pairs, which must be
academics, specialists or ad hoc arbitrators.
According to the opinion of the peers (which is
recorded in the format for evaluation concept),
the authors are requested or not to make ma-
jor or minor modifications and the adaptation
of the originals to the editorial policy of the
journal. In the case of working papers, only
one evaluating pair and the concept of one of
the members of the scientific committee are
required, since they are NOT part of the offi-
cial articles of the journal.

In the event that a document presents a favo-
rable and unfavorable concept, it will be sent
to a third evaluator whose opinion will be final,
with the Editorial Committee in charge of re-
solving any dispute that may arise with respect
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to the evaluations, and it is the instance that
decides which articles will be published, the
decisions of the Editorial Committee are unap-
pealable.

The orthographic corrections in the text are
made directly by the editorial Committee of
the journal, without consulting the authors, it
also has the autonomy to review the document
and compare it with anti-plagiarism software
in order to ensure the originality of the ma-
nuscript, after this process, the committee will
issue observations that the author must com-
ply with prior to the peer evaluation. However,
a final version prior to printing and / or publi-
cation on the RIAA website will be sent to the
authors for approval. It is considered that the
final version is accepted if the author does not
respond in the estimated times.

The reception of a manuscript does not obli-
ge the publication thereof. The revision of
the manuscripts will be done respecting the
right of the authors to the confidentiality re-
garding the information, results and creative
effort. Likewise, the right to confidentiality of
reviewers and editors will be respected.

Remission of the manuscript

As part of the submission process, authors are
required to verify that their submission meets
all the elements shown below. Authors who do
not comply with these guidelines will be retur-
ned to the authors.

Initial checklist:

1. The manuscript is unpublished, it has not
been previously published, nor is it being
simultaneously submitted to another
publication.

2. It complies with the guidelines established
in the Instructions for Authors.

3. The template designed for the
presentation of manuscripts is used.

4. All authors have been registered in the
shipment. This step is essential to avoid
further delays in the process, editing and
publication of the article.

5. SUGGEST 5 POSSIBLE EVALUATORS
with their respective name, affiliation
and email. Add the data in the box
called "Comments for the EDITOR". If
you wish, you can mention the possible
evaluators with whom you have a
conflict of interest and who do not want
you to review your manuscript.

6. references written according to APA style.

7. Use thesauri for the construction of
keywords.

Free Access policy

RIAA provides free public access to all its con-
tent to promote a greater global exchange of
knowledge and encourage the reading and ci-
tation of published originals. RIAA does not to-
lerate any form of plagiarism (total, partial or
conceptual). In case of identifying any plagia-
rism, in addition to informing the author of the
withdrawal of the article, it will seek to warn
the plagiarized authors. RIAA accepts the pro-
visions of the plagiarism policy of the National
Open and Distance University (UNAD).

Frequency
RIAA is a biannual publication (January-June
and July-December).

Language
Submitted manuscripts may be written in Spa-
nish or English.

Postulation of manuscripts

The RIAA has several types of articles:
e Research Articles

e Review articles

¢ Reflexion articles

e working paper



Research articles are associated with the
dissemination of research products in the
strict sense. This manuscript format should
have: introduction, materials and methods, re-
sults and discussion, conclusions, acknowledg-
ments and cited Literature.

On the other hand, the review article is the
systematization, analysis and balance of the
research on a problem and aims to account
for their conceptual, methodological and epis-
temological references, in addition to the ad-
vances and trends of the field investigated.
It is characterized by presenting a careful
analytical review of at least 50 bibliographical
references. 60% of the cited literature must
come from research published in the last 4
years. The structure that must have is: intro-
duction, approach of the subject, bibliographic
recovery (in the form of tables, pictograms,
conceptual maps among others.), Discussion
of the findings, conclusions, acknowledgments
and literature cited.

Finally, the working papers are versions
prior to the publication of academic articles,
book chapters, reviews, which are of priority
to disclose. This type of document complies
with the same parameters: introduction, ma-
terials and methods, preliminary results and
discussion, conclusions, acknowledgments
and Literature cited.

General format of the document
Document in Word format

Letter paper size (21.5 x 27.9 cm); margins 3
cm upper, 2.5 cm left, 3 cm lower and 2 cm
right, to a column.

Font Verdana, size 10.

Interlinear space of 1.5.

It is recommended that the extension of ma-

nuscripts postulated for publication does not
exceed 4000 words (including tables, figures
and literature cited); 6000 words for review
articles.

If you have figures that occupy a complete
page (two pages), we recommend that you
place it as an annex to the document. This
figure will be linked in the web space where
your article will be housed and in the case of
the printed version, it will be handled with a
QR code.

Titles and authors
The title must not exceed 15 words. You must
describe the content of the article clearly
and concisely, avoiding the use of ambiguous
words, abbreviations and question marks and
exclamation marks.

For each of the authors that appear in the hea-
der, you must provide: full name, last acade-
mic degree obtained or current studies, ins-
titutional affiliation, city and country, email.
Omit charges, teaching degrees, research
group names, recognitions, etc.

Tables and figures

The tables must be explained by themselves
and do not duplicate what is stated in the text,
but replace or complement it.

Within the text refer to the table as follows:
(Table 1). Present the data in a real table
without lines and columns, in single space,
without vertical divisions or internal divisions.
International System (SI) units must be used.
Abbreviations and acronyms should be ex-
plained as footnotes in each table. In no case
will tables be allowed in landscape format. An
example of the presentation of a table is:



Guide for authors

Table 1. Example of the presentation

of a table
Number of .
Name surname Providence
the sample
M1 Milton Rodriguez = Cundinamarca
M2 Alberto Ruiz Cundinamarca
M3 Ricardo Cadena Cundinamarca

Source: XXXXX

Within the category of figures include gra-
phics, images, photos, and each one of them
must have its corresponding legend and sour-
ce, in case it is of its own authorship to men-
tion it. The abbreviations and acronyms must
be explained in the legend of the figure. The
figures must be sent in .jpg .gif or .png format
and must have the necessary quality for publi-
cation (more than 1024pixels).

Equations

All the equations are listed next to it in the
equation form 1 cited in the text as (equation
1). The equations are suggested to be develo-
ped in the Microsoft Word equation editor or
through the Mathtype application.

References and bibliographical citations
All those sources or authors that were cited
in the body of the document should be inclu-
ded. An author who has not been cited must
never be referenced and vice versa. Keep in
mind that articles without references will not
be accepted. 60% of citations must come from
research published in the last 10 years.

This list is organized in alphabetical order and
without enumeration, and each one must have
French indentation. For the reference of num-
bers or volumes of some publication, use Ara-
bic and non-Roman numerals.

Basic form:

Surname, A.A., Surname, B.B., and Surname,
C. C. (Year). Article title. Name of the journal,
volume (number), ##-##.

Only use electronic sources that correspond to
publications with institutional support, whose
content can not be modified or eliminated in
the future. Do not use information from com-
mercial pages or opinion sites.



