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nivel global, la humanidad se ha visto enfrentada a la escasez de recursos

por la sobreexplotacién indiscriminada de estos, la mala administracion y

distribucion de alimentos y la pésima gestion para su aprovechamiento y
conservacion; lo cual ha traido como consecuencia problemas econdmicos a nivel
mundial generando hambrunay pobreza en mas de 100 paises. Como consecuencia,
en el afno 2015 la asamblea general de las naciones unidas aprobd la agenda 2030
para el desarrollo sostenible con 17 objetivos (ODS), los cuales tiene como mision la
sostenibilidad econdmica, social, y ambiental. De esta manera, los objetivos 12y 15
se centran en el uso sostenible de los ecosistemas, adecuada gestion de los recursos
naturales y la correcta administracion de los residuos. En ese sentido, esta segunda
edicion de la revista Innova Biology Sciences presenta diferentes propuestas de
gestion, aprovechamiento y manejo adecuado de los recursos naturales (flora y
fauna) para lidiar con la problematica global y de esta manera poder contribuir con
los objetivos de desarrollo sostenible cuya impacto generalizado podria vislumbrar
alternativas de solucién a las distintas problematicas en torno a los recursos
naturales.

Los articulos presentados en esta ediciéon tratan temas sobre el aprovechamiento
y valorizacién de recursos organicos, la buena gestion para incrementar la
productividad de cultivos, metodologias de germinacién para la conservacién
de plantas y formulaciéon de sistemas alimenticios para el crecimiento 6ptimo de
roedores herbivoros.

El primer articulo titulado “Aprovechamiento de semillas de cucurbita spp en la
provincia del chaco con fines nutracéuticos” presenta una valorizacion a las semillas
de cucurbita spp, las cuales son desechadas como residuos por no presentar ningun
valor agregado. Sin embargo, estas semillas son consideradas nutraceuticos debido
a sus componentes de alimento funcional. Es asi, que el trabajo se centra en la
caracterizaciéonde las semillas como fuente de elementos valiosos para el organismo,
tales como: Mg, K, P,CaY Na.

El aprovechamiento y valorizacién del residuo de cucurbita spp demuestra los
potenciales beneficiosos que diariamente son desaprovechados y desechados por la
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poblacion al considerar las semillas como desperdicios sin ningtin valor intrinseco. Asimismo, el
segundo articulo presenta un estudio semejante al primero titulado “Estructuras de secrecion
internay externa de aceites esenciales en Solidago chilensis (asteraceae), su distribucién en los
organos de la planta”. Este trabajo examina la estructuras de secrecion internas y externas de
la maleza Solidalgo chilensis para determinar los lugares donde existe secrecién de aceites
esencialesy como estos se encuentrandistribuidos en sus érganos. La valoracion de los aceites
esenciales es de gran importancia en la industria cosmética y medicinal por sus propiedades
antisépticas, irritantes, espasmoliticos y sedantes. Es asi que la determinacién de los puntos
de secrecioén por parte del S. chilensis permite avizorar el potencial uso y aprovechamiento de
esta maleza; evitando de esta manera que sean arrojadas en depdsitos como desperdicios.

Otro tema de igual importancia que el aprovechamiento de los recursos, es la gestiéon para
la conservacion y productividad de los recursos. El tercer articulo titulado “Evaluacién de la
germinacion de semillas de orquideas segun el tiempo de inmersién en hipoclorito de sodio”
parte de la preocupacion global de conservar la flora silvestre, la cual es amenazada por la
explotacién indiscriminada, cuyos beneficios tanto econémicos y ecolégicos son provechosas
para la poblacion como para el medio ambiente. Es asi que el trabajo evalia la germinacién
in vitro de las orquideas cuyo potencial a futuro se centraria en generacion de sistemas de
propagacion asexuales que permitan generar bancos de germoplasmas in vitro para su
conservacion.

Enestamismalinea, se presentan los dos Gltimos articulos titulados “Productividad de alfalfay
sorgo: ¢Distintos indculos de hongos micorricicos arbusculares (HMA) tienen efecto sobre su
productividad primaria?”’y “Evaluacién de sistemas de alimentos para el crecimiento de cuyes
de granjas comerciales” , respectivamente. El cuarto articulo giran en torno a la problematica
de mejorar el rendimiento de los productos mediante el correcto manejo agronomo del suelo
por asociacién simbidtica coninéculos de hongos micorricicos arbusculares para no deteriorar
los recursos de alfalfay sorgo y obtener una produccion agricola sustentable. Por otro lado, el
quinto articulo plantea nuevos sistemas de alimentacion para mejorar el crecimiento y peso
de los cuyes y de esta manera mejorar la tecnificacién en la crianza de estos roedores a nivel
socio-productivo.

Los cinco articulos desarrollados en esta edicién presentan potenciales innovaciones y
propuestas alentadoras para el aprovechamiento y el adecuado uso de los recursos. Ademas,
se hace un llamado a la conciencializacion de la importancia de los recursos ambientales y se
impulsa a la busqueda de nuevos conocimientos, tecnologias, metodologias, ideas, propuestas
y aplicaciones para generar cada vez un mayor impacto positivo al planeta. En este sentido,
Innova Biology Sciences fomenta el desarrollo del conocimiento cientifico y su contribucién
hacia el desarrollo sostenible con la finalidad de alcanzar los objetivos establecidos para el ano
2030.
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RESUMEN

La calabaza es una planta herbacea, cuya pulpa es utilizada para consumo humano y sus semillas
son desechadas, sin embargo, estas poseen nutrientes que no son aprovechados. Este trabajo tiene
como objetivo realizar la caracterizacién botanicay quimica de la droga cruda de semillas de Cucurbita
spp. Se compararon tres variedades: C. mixta Pangalo (calabaza rayada), C. moschata (Duchesne ex
Lam.) Duchesne ex Poir. (coreanito) y, C. maxima Duchesne (calabaza plomo). Los resultados obtenidos
del examen visual macroscépico fueron: largode 1,5mm+0,1a1,9mm+0,1;anchode 0,8 mm+ 0,1 a
1,2mm= 0,1y espesorde 0,2 mm+ 0,01 a0,4 mm 0. El tamizaje fotoquimico en los extractos acuosos
y alcohdlicos estudiados revelando presencia de flavonoides, azucares reductores y aminoacidos.
En cuanto a los pardmetros farmacogndsticos : humedad de 4,68% + 0,25 a 7,10% + 0,74, cenizas de
3,87% + 0,75 a 5,02% + 0,68; cenizas insolubles 0,20% + 0,13; fibra cruda 1,768%. El contenido de
proteinas de las semillas estudiadas (n=3) varioé entre: 29,79% + 0,66y 39,56% + 0,78 en masa seca
(m.s.). La composicion mineral fue determinada por Espectroscopia de Emision Atémica (ICP-OES). En
funcion de la Ingesta diaria de referencia (IDR) el aporte de los elementos esenciales mayoritarios fue
significativo, siendo Mg > P > K > Ca >Nay, entre los elementos minoritarios Mn, Cu, Fe y Zn. Estas
caracteristicas estudiadas ponen de manifiesto el valioso potencial nutraceltico de las semillas de
Cucurbita spp.

Palabras clave
calabaza; pepitas; caracterizacion;
valor nutricional; composicion

fisicoquimica.
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ABSTRACT

The pumpkin is an herbaceous plant, whose pulp is used for human consumption and its seeds are discarded,
however, they have nutrients that are not used. The objective of this work is to carry out the botanical and
chemical characterization of the crude drug from seeds of Cucurbita spp. Three varieties were compared:
C. mixta Pangalo (striped pumpkin), C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir. (koreanito) and, C.
maxima Duchesne (lead pumpkin). The results obtained from the macroscopic visual examination were: length
from1.5mm+0.1to 1.9 mm + 0.1; width of 0.8 mm + 0.1 to 1.2 mm # 0.1 and thickness of 0.2 mm = 0.01
to 0.4 mm % 0. Photochemical screening in the aqueous and alcoholic extracts studied revealed the presence
of flavonoids, reducing sugars and amino acids. Regarding the pharmacognostic parameters: humidity from
4.68% + 0.25 to 7.10% £ 0.74; ash from 3.87% + 0.75 to 5.02% + 0.68; insoluble ash 0.20% + 0.13; crude
fiber 1,768%. The protein content of the studied seeds (n=3) varied between: 29.79% + 0.66 and 39.56% +
0.78 in dry mass (d.m). The mineral composition was determined by Atomic Emission Spectroscopy (ICP-OES,).
Based on the Reference Daily Intake (RDI) the contribution of the major essential elements was significant,
being Mg > P > K > Ca > Na and, among the minor elements, Mn, Cu, Fe and Zn. These studied characteristics
show the valuable nutritional potential of Cucurbita spp.

Keywors
pumpkin;  nuggets; characterization;
nutritional  value;  physicochemical
composition.

INTRODUCCION

Las especies domesticadas del género Cucurbita probablemente sean las plantas utiles mas
antiguas de América, a juzgar por los hallazgos arqueoldgicos efectuados en Mesoamérica (Tehuacan,
México) y en los Andes Centrales (Huaca Prieta, Pert). En el Valle de Oaxaca, exactamente en la gruta
de Guild Naquitz, se encontré el mas antiguo testimonio fiable de actividad agricola, correspondiente
aun fragmento de una calabaza comestible Cucurbita pepo L, de hace 8000 anos. Por miles de afos las
especies del género Cucurbita, el maiz Zea mays, el frijol Phaseolus y los chiles Capsicum constituyeron
componentes importantes de la dieta de las sociedades precolombinas (Rodriguez y cols., 2018).

La familia Cucurbitaceae, de acuerdo con la clasificacion mas reciente, contiene 118 géneros y
alrededor de 825 especies, uno de los géneros mas importantes es Cucurbita, que comprende de 20
a 27 especies (Jeffrey, 1990). Dentro del género Cucurbita se destacan cinco especies domesticadas:
Cucurbita argyrosperma Huber, C. ficifolia Bouché, C. maxima Duchesne, C. pepo L. y C. moschata
(Duchesne ex lam) Duchesne ex Poir, las cuales fueron domesticadas en el Nuevo Mundo y durante
milenios han sido cultivadas.

Las semillas de Cucurbita, son usadas tradicionalmente por sus propiedades terapéuticas
como antiparasitario, antiinflamatorio, analgésico y otros fines medicinales. Se les atribuye ademas
actividades antimicrobianas, hipocolesterolémicas, antimutagénicas e inmunomoduladoras contra
el cancer, segun estudios realizados por Fu y cols., 2006 sobre las propiedades farmacolégicas de
diferentes variedades de calabaza (C. moschata, C. maxima, C. mixta, C. Ficifolia y Telfaira occidentalis
Hoock).

Desde el punto de vista nutricional, las semillas de calabaza son muy ricas en proteinas, acidos
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grasos insaturados, contienen cantidades elevadas de vitamina Ay E Gonzalez y cols., 2001. Son una
fuente de alto valor energético y su consumo en el mundo se ha incrementado en los ultimos anos,
debido a que ademas son también, una buena fuente de K, P, Fe y Zn. Caili Fu y cols., (2006).

La extraccion del aceite de semilla se puede realizar bajo dos modalidades: a) Extraccion
mecanica (por presion), recomendado para semilla con contenido graso mayor a 20%, para ello se debe
triturar para romper las paredes celulares de la semilla haciéndolos copos, pasandolos por rodillos o
sometiéndolos a grandes presiones y. b) extraccion solida liquido (disolventes), los aceites vegetales
se recuperan a partir de sus semillas mediante extracciéon sélido-liquida o lixiviacién con disolventes
organico, también, es posible separar el soluto del solvente mediante el calentamiento de la sustancia,
al tener distinto punto de ebullicién, una de los dos se evaporara primero con lo cual ya tendremos
el producto deseado, como disolventes en los métodos comerciales de extraccién se recurre a
compuestos hidrocarbonados volatiles purificados, especialmente las distintas clases de bencinas
de petréleo, conocidas cominmente como éter de petréleo, hexano o heptano. El hexano es el mas
utilizado tradicionalmente (Matissek, 2000).

Teniendo en cuenta su uso popular, no se dispone en nuestra regién de un analisis estandarizado
de la composicién quimica y nutricional. Con este propdsito se realizé el estudio comparativo de tres
variedades de semillas de calabaza, con el fin de obtener criterios que permitan seleccionar la variedad
cultivada en la zona, que resulte mas adecuada para su empleo con fines farmacéuticos y / o como
alimento funcional, y de esta manera contribuir con nuevo conocimiento que impacte en la produccion
agroindustrial dando valor agregado a los subproductos de Cucurbita spp.

MATERIALES Y METODO
Origen de la semilla y preparacién de las muestras

Se compararon semillas de tres variedades de Cucurbita: C. mixta Pangalo (CMi) “calabazarayada’,
C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir. “coreanito” (CMo) y C. maxima Duchesne “calabaza
plomo” (CMa). y tres lotes de cada una colectados durante los meses de abril y mayo del 2018, dentro
de la provincia del Chaco (Argentina). La localizacién por coordenadas para estas especies fue (sur)
26°52'19,2” (oeste) 60°13’16,2". Las semillas fueron limpiadas y secadas en estufa a 400C, durante
72hs. Posteriormente se molieron en un molinillo a cuchilla hasta tamano inferior a 2,00 mm. Las
muestras se almacenaron a temperatura ambiente (25 °C) y 95 % de humedad relativa. Este material
fue empleado para el estudio de caracterizacién.

Parametros farmacogndsticos

Andlisis morfolégico macroscopico

Serealizé un examen visual macroscopico de las caracteristicas morfoldgicas del material vegetal:
semillas de calabaza, respecto de sus dimensiones: largo, ancho y espesor.

Humedad residual

El método se basa en ladeterminacion gravimétrica de la pérdida de masa de la muestra desecada,
hasta masa constante en estufa a 130 °C, de acuerdo a AOAC (1990). Método 925.08.

Cenizas Totales

Por incineracion en mufla a 675 °C, seglin Farmacopea Argentina VIl Ed., 2003. Capitulo 630. p
247.

Cenizas insolubles
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Se analizaron las cenizas insolubles en acido clorhidrico con posterior incineracion, segin
Farmacopea Argentina VII Ed., 2003. Capitulo 630. p 248.

Contenido calorico

El contenido caldrico de las semillas (Contenido/aporte energético) fue examinado utilizando una
bomba calorimétrica adiabatica (Mod. PARR 1261).

Proteinas

Se determiné por el método Kjeldahl, segiin (AOAC 2.057, 1990).

Andlisis de minerales

El andlisis mineral en las semillas fue realizado mediante espectrometria de emisién éptica por
plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) segiin AOAC (2000) método oficial 985.01. Deteccion
Limite 1ppb. Antes del andlisis las muestras de las semillas secas fueron incineradas en horno de mufla
a 500 °C previa extraccion acida.

Obtencion de los extractos

Los extractos acuosos y alcohdlicos fueron obtenidos a partir de las semillas, utilizandose 4 gr de
semillas secas y molidas por cada 100 ml de solvente, segln técnicas de la Farmacopea Argentina VI
Ed.

El extracto lipofilico se realizé6 mediante un equipo tipo soxhlet de acuerdo con la norma AOAC.
Paraello, 10 g de semillas de calabaza molidas se extrajeron con 100 ml de n-hexano a 90 °C durante 6
h. Luego, el aceite fue concentrado en un rota evaporador (Buchi rotavapor R-114, Suiza®) y secado a
105 °C hasta obtener un peso constante.

Rendimiento de los extractos

El rendimiento de los extractos se realizé mediante el ensayo de pérdida por secado hasta peso
constante a 105°C, seglin Farmacopea Argentina VIl Ed., 2003. Capitulo 630. p 248.

Determinaciones quimicas
Tamizaje fitoquimico

Se realizd el estudio fitoquimico de los extractos acuosos y alcohélicos de todas las especies, por
reacciones de precipitacion y coloracion, segiin procedimientos descritos por Dominguez (1985)

Andlisis de datos

Los resultados se analizaron mediante ANOVA de un factor (P< 0.05) y se empled la prueba LSD
parala comparacién de medias. Se utilizé el programa estadistico STATGRAPHICS Plus.

DESARROLLO

Analisis macroscoépico

Se realizo el estudio de caracterizacién botanica y quimica de la droga cruda de la semilla de
Cucurbita spp. Se compararon tres variedades de semillas: C. mixta Pangalo (calabaza rayada), C.
moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir. (coreanito) y, C. maxima Duchesne (calabaza plomo).
Los resultados obtenidos del examen visual macroscépico fueron los siguientes: largo de 1,5 mm £ 0,1

REVISTA CIENTIFICA DE BIOLOGIA Y CONSERVACION
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al,9mm=0,1;anchode 0,8 mm+0,1a1,2mm=0,1yespesorde0,2mm+0,01a0,4mm=0,1.

Los resultados obtenidos en la determinacién de los parametros farmacognésticos estudiados en
cadaunade las semillas de las tres variedades - humedad residual, cenizas totales y cenizas solubles- se
muestran en la Tabla 1, los cuales fueron relativamente bajos y similares a los reportados por Idouraine
et al. (1996) en Cucurbita pepo y Abreu Payrol y cols., (2001) en otras variedades de Cucurbita.
Diferencias significativas (p<0.05) fueron observadas al analizar estos parametros en las semillas de
las cuatro variedades estudiadas.

Tabla 1. Contenido porcentual de humedad residual, cenizas y sustancias insolubles determinadas en las
diferentes semillas de Cucurbita spp

Parametros (CMi)? (CMo)* (CMa)?
Humedad Residual % 5,34+ 0,70 4,68+0,25 7,10+ 0,74
Cenizas Totales % 5,02 £ 0,68 4554+£0,30 3,87+0,75
Cenizas Solubles % 0,20+ 0,13 0,30+ 0,04 0,49 +0,10

Fuente: elaboracién propia.
2Cada valor representa el valor promedio + la desviacion estandar de los andlisis por triplicado

Los valores de contenido caldrico de las semillas de las cuatro variedades de calabaza (Tabla 2) se
encontraron dentro del rango reportado por Idouraine y cols., (1996) para Cucurbita pepo L. La prueba
de comparacion de medias LSD (p<0.05) mostré que estos fueron semejantes para C. moschata y C.
maxima, siendo diferente y menor para C. Mixta.

Tabla 2. Contenido caldrico (Contenido/aporte energético) de las diferentes variedades de semillas de
Cucurbita spp.

Muestra Masa (g)* AT (°C)® He (Kcal./100g)?
(CM1) 0.2373 0.71416 546,8 = 35
(CMo) 0.3283 1.06236 5822 + 80
(CMa) 0,2545 0,61518 582,6 + 09

Fuente: elaboracién propia.
2Cada valor representa el valor promedio + la desviacion estandar de los andlisis por triplicado

El contenido de proteinas de las semillas estudiadas (n=3) vario entre: 29,79% + 0,66 y 39,56%
+ 0,78 en masa seca (m.s). Estos resultados estan de acuerdo con los hallados por Idouraine y cols.,
(1996) en C. moschata y C. pepo (34,5% y 44,4%, respectivamente). Ademas, son comparables con los
obtenidos por Martin (1998) en C. mdxima (35%) y Achu y cols., (2005) quienes hallaron en semillas de
Cucurbita contenidos de proteina entre 30-40%. Ademas, estos son superiores a los de otras semillas
oleaginosas como nueces de maraindn (22,8%), algodén (21,9%) y sésamo (18,7%) (FAO, 1982).

Los aceites extraidos son de color verde y el contenido de lipidos vari6 entre 30,4 + 0,8 a 40,8
+ 2,5 % en m.s. El analisis de varianza muestra una diferencia significativa en el contenido de lipidos

10



-

-

Z
°.
O
<
O
[
(2]
Ll
>
Z
L
(@]
@)
—
-
O
—
o
<

en estas semillas (p <0,05). Estos valores son inferiores a los obtenidos por Murkovic y cols., (1996)
con contenido de aceite de 41.8 a 54.9% y a los determinados por Idouraine y cols., (1996) de 34,5-
43,6% ambos en C. pepo y también son inferiores a los de girasol 45,6% y mani 47,5% (FAO, 1982), pero
superiores a los de soja 19,1% (Oyenuga, 1968).

Contenido Mineral

La concentracion de minerales se exhibe en la Tabla 3. De los macroelementos, el fésforo (P) es el
elemento que se presenta en mayor abundancia en las semillas de las cuatro variedades de calabaza
estudiadas. De acuerdo con la Ingesta Diaria de Referencia (DRI), la ingesta diaria adecuada de
P para un adulto es de 700 mg (IOM, 2000a). Por tanto, el consumo de 100 g de semillas secas de
calabaza suministraria un elevado nivel de P, entre un 46 y 71% del DRI de P para un adulto promedio,
destacdndose Cucurbita maxima por su mayor aporte en P.

Los valores de Magnesio (Mg) y Potasio (K) expresados en mg/100 g de semilla fueron muy
semejantes. Sin embargo, el DRI para Mg segiin IOM (2000a) es de 320 y 420 mg para mujeres y
hombres adultos respectivamente, mientras que el DRI para K es de 4700 mg para un adulto promedio.
Por consiguiente, los consumos de 100 g de semillas secas podrian suministrar entre un 79y 119%
(paramujeres) y un 60 a 91% (para hombres) de los requerimientos diarios necesarios de Mg, mientras
que el consumo de la misma cantidad de semillas secas suministraria un valor mucho mas bajode K (6 a
7%) del DRI para un adulto promedio. El mayor contenido de Mg fue encontrado en C. mdxima mientras
gue C. mixta fue quien presenté el mayor nivel de K. En general, las semillas de las cuatro variedades de
zapallos proporcionan bajos valores de Calcio (Ca) y sodio (Na), que representan entreuna 2 a 5,5% de
la DRI recomendada.

Losdosmicroelementosevaluados,Hierro(Fe)yZinc(Zn)fueronhalladosenaltasconcentraciones,
representando entre un 84 a 272% del DRI de Fe (para mujeres) y un 37 a 120% (para hombres), asi
como un 46 a 70% (para mujeres) y 73 a 96% (para hombres) de Zn, A pesar de que Idouraine et al.
1996 reporta valores diferentes, Akwaowo y cols., (2000) muestra una tendencia similar para P, Ky Fe.

Tabla 3. Contenido mineral (mg/100g de peso seco) en las diferentes variedades de semillas de Cucurbita spp.

mg,“iﬂ;'jg“*;}_s mgf.‘i.a (M (CMo)® (CMa)y®
Macro
Fosforo 700 502 = 70 45532 387 +24
Potasio 4700 352 +35 344 +23 333+ 18
Calcio 1000 46 + 04 55+10 37 +07
Magnesio 320-420 356 = 20 381 =32 265 + 43
Sodio 1500 82+ 12 30+ 15 17+02
Micro
Hierro 18-8 7+07 8 =08 809
Zinc 8-11 5+10 8=09 6=07
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Fuente: elaboracién propia.

3ngesta diaria de referencia (DRI) recomendadas por la US Food and Nutrition Board of the (IOM)
(20004, 2001, 2004). Valores indicados para mujeres y hombres adultos (19-50 afios).

bCada valor representa el valor promedio + la desviacion estandar de los analisis por duplicado.
Tamizaje fitoquimico

Los ensayos realizados se muestran en la Tabla 4. Dichos ensayos confirmaron la presencia de
aminoacidos en mayor proporcién y de azlicares en ambos extractos y débil presencia de flavonoides
en los extractos alcohdlicos siendo mas positiva en la variedad Coreanito (C. moschata), y ausencia de
los demas metabolitos en ambos extractos analizados, observandose una semejanza cualitativa en las
cuatro variedades, coincidente con Bokovay cols., (1982).

La presencia de aminoacidos fue confirmada por medio de dos técnicas de cromatografia en
capa delgada, (silicagel no fluorescente/ ninhidrina, fase mévil: metanol; cloroformo; amoniaco 25%;
acido acético (80:15:8,5: 1,5) segin Schenkel E. 1992; silicagel fluorescente y lampara UV, fase movil:
n-propanol; acetato de etilo; agua; acido acético (4:3:2:1); revelando una marcada presencia de
aminodacidos.

Tabla 4. Estudio fitoquimico por reacciones de precipitacion y coloracién en los extractos acuosos y alcohélicos
en las diferentes variedades de semillas de Cucurbita spp.

Extractos

Ensayos Acuosos Alcohdélicos

(CMi) (CMo) (CMa) (CMi) (CMo) (CMa)

Baljet Sesquiterpénicos - - - - - -
Espuma Saponinas - - - - -
Gelatina Taninos - - - - - -
C 1Fe3 HidroxilosFenalic. - - - - -
Shinoda Flavonoides - - - + + +
Eﬁﬁ;";’m‘ Esteroides - - ; - - ]
E:'ﬁi,““' Alealoides - - ; - - ]
Fehling ﬁiﬁfm ++ + ++ ++ ++ ++
Ninhidrina Aminoacidos +HH+ ++ +++ ++ + +H+

Fuente propia
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Los resultados de rendimiento de los extractos (Tabla 5), muestran el mejor rendimiento para los
extractos de la variedad Coreanito (C. moschata). Diferencias significativas (p<0.05) fueron observadas
al analizar este parametro en los extractos de las semillas de las tres variedades estudiadas.

Tabla 5. rendimiento de extracto expresado como contenido g/3*100 de materia extraible determinado en las
diferentes semillas de Cucurbita spp.

Rendimiento extractos (contenido g/g*100 de materia extraible)*

Muestra
Acuosos Alcohdlicos Lipofilicos
(CMi) 1.2+0,17 1,0£0.,07 5,7+ 0,02
(CMo) 24+1,51 1,0+ 0,53 15,1= 0,05
(CMa) 1,4 £0,05 0,8+0,13 10,0 £ 0,15

Fuente: elaboracién propia.

3Cada valor representa el valor promedio + la desviacion estandar de los andlisis por triplicado

CONCLUSIONES

La industria nutracéutica ha presentado una expansiéon exponencial en los ultimos anos, lo cual ha
generado como efecto que la demanda de productos empiece a superar la oferta.

Las variedades de Cucurbita spp estudiadas han demostrado ser frutos cuyos subproductos
agroindustriales tienen amplio aprovechamiento en la industria farmacéutica, enfocandose en el uso
de estas semillas para el enriquecimiento de alimentos o para la elaboracién de una presentacion
farmacéutica.
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RESUMEN

Solidago chilensis Meyen,, es una maleza téxica para el ganado, con amplia distribucién en la
Argentina.Elobjetivodeeste trabajofue brindaruncompendioilustradode lasestructuras de secrecién
interna y externa de aceites esenciales y su distribucién en los érganos de S. chilensis. Para identificar
los aceites esenciales se usaron los reactivos Sudan 1V, Sudan black “B”, oil red “O” y rojo neutro. Todos
los érganos (raiz, rizoma, tallo aéreo, hoja, eje floral, pedinculoy filarios de la inflorescencia) presentan
reservorios esquizégenos con epitelio uniseriado secretor de aceites esenciales; las papilas y tricomas

Palabras clave
aceites esenciales; Asteraceae;
reservorios; Solidago chilensis;
tricomas.
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glandulares forman el tejido secretor externo donde se identificaron gotas oleosas, hallandose de
manera predominante en las flores. Los aceites esenciales poseen numerosas funciones para la planta
en si mismayy, para el hombre por sus propiedades medicinales y su posible uso en el control biolégico
de patdgenos vegetales. El conocimiento brindado en este estudio es base para la profundizacion
en la investigacién sobre metodologias para el aislamiento y separacion de los aceites esenciales,
permitiendo realizar ensayos para su posterior uso, por ejemplo, como suplemento dietario (medicinal)
o en el control biolégico de patégenos de cultivos agricolas, forestales u ornamentales. En cuanto al
cultivodeS. chilensis, deberiaincrementarse para poder encarar la produccién de aceites sin afectar las
poblaciones naturales y evitar alterar el ecosistema.

ABSTRACT

Solidago chilensis Meyen, a toxic weed for livestock, is widely distributed in Argentina. The aim of this work
was to provide an illustrated compendium of the internal and external secretion structures of essential oils and
their distribution in the organs of S. chilensis. The reagents Sudan IV, Sudan black “B’, oil red “O” and neutral
red were used to identify the essential oils. All organs (root, rhizome, aerial stem, ledf, floral axis, peduncle and
phyllaries of the inflorescence) have schizogenous reservoirs with uniseriate epithelium secreting essential oils;
papillae and glandular trichomes form the external secretory tissue where oily droplets were identified, being
predominantly found in the flowers. Essential oils have numerous functions for the plant itself, for humans due
to their medicinal properties and their possible use in the biological control of plant pathogens. The knowledge
provided in this study is the basis for further research on methodologies for the isolation and separation of
essential oils, allowing trials to be carried out for their subsequent use, for example as a (medicinal) dietary
supplement or in the biological control of pathogens of agricultural, forestry or ornamental crops. Cultivation
of S. chilensis should be increased in order to be able to undertake oil production without affecting natural
populations and to avoid disturbing the ecosystem.

Keywors
Asteraceae; essential oils; reservoirs;
Solidago chilensis; trichomes.

INTRODUCCION

Solidago chilensis Meyen conocida como “vara de oro”, es una hierba sudamericana que pertenece a
lafamilia de las Asteraceae (Cabrera, 1963). Crece en 22 de las 23 provincias argentinas, ademas de los
paises vecinos de Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay (Zuloaga et al.,2019). Es malezarizomatosa,
de habito gregario que adquiere caracteristicas de invasora resultando dificil de extirpar (Marzocca et
al., 1986), ademas es planta téxica para el ganado por el contenido de saponinas (Gallo, 1979). Solidago
chilensis es también una importante planta medicinal, utilizada popularmente como antiséptico, anti-
reumatico (antiinflamatorio), cicatrizante y para el tratamiento de desdrdenes gastrointestinales
(Zampini et al., 2007; Bucciarelli et al., 2010). Otro aspecto interesante de esta especie, es la actividad
antioxidante de los aceites esenciales. Al respecto, Gonzalez et al. (2013) encontraron que el aceite de
S. chilensis en muestras de la Patagonia (Argentina) tiene una actividad antioxidante equivalente a 1 mg
de vitamina C por cada 16,5 ml e identificaron en su composicion limoneno y D-germacreno. Gastaldi,
et al. (2016) atribuyeron la propiedad antioxidante al elevado contenido de limoneno. De acuerdo
con the World Health Organization (WHO) (1998) y Molares et al. (2009), la descripcion anatémicay
localizacidon de las estructuras secretoras tiene valor para la seleccion del mejor método de extraccion
de los aceites esenciales. En el presente estudio el objetivo fue establecer las estructuras de secrecién
internay externa de los aceites esenciales y su distribucién en los érganos de S. chilensis.
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MATERIALES Y METODOS

Material estudiado

En los anos 2011-2014 se recolectaron plantas en estado vegetativo y reproductivo a orillas de
la Av. Rio de La Plata que une las ciudades de La Plata y Berisso, latitud 34° 50°49,40” Sy longitud 57°
50'48,49” O, provincia de Buenos Aires, Argentina. También se utilizé material de plantas creciendo
en el area del Jardin Botanico y Arboretum “C. Spegazzini”, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales
(FCAyF), UNLP y de ejemplares cultivados en jardines domiciliarios. Ejemplares testigo fueron
depositados en el herbario de La Plata Facultad de Agronomia (LPAG), Universidad Nacional de La
Plata. 07-111-2012, Herndndez 99, 100 (LPAG). La nomenclatura cientifica corresponde a International
Plant Names Index (IPNI - http://www.ipni.org/) (Acceso: 10 Marzo 2021).

Analisis cualitativo colorimétrico sobre porta-objeto

Para determinar las sustancias lipofilicas los cortes transversales de los 6rganos fueron testeados
con los reactivos Sudan IV (Zarlavsky, 2014) y Oil red “O” (Gurr, 1971). Las flores fueron diafanizadas
con el método de Dizeo de Strittmatter (1973) y para los tests se usaron los reactivos Sudan IV, Oil red
“O” Sudan black “B” (Zarlavsky, 2014), y rojo neutro (Cosa et al., 2014). Algunos cortes transversales
fueron decolorados, lavados y coloreados con solucién alcohdlica de safranina 80% y solucién acuosa
de violeta de cresilo al 1%. Las preparaciones se montaron en glicerina 90% y en gelatina-glicerina
sellando con esmalte de uias (D’Ambrogio de Arglieso, 1986).

Analisis microscopico, fotomicrografias y terminologia

Las flores fueron fotografiadas con cadmara digital Sony DSC-W30. Para el andlisis y toma de
microfotografias se usaron los microscopios épticos Leitz SM lux equipado con Moticam y software
motic image plus 2.0. Lancet XSP-136D equipado con Toupcam y digital camera solution disk. Para
la descripcion de los tricomas se consulté Ramayya (1962). Para indicar las estructuras secretoras
internas se utilizé el término reservorio propuesto por Lersten y Curtis (1989), reemplazando la
frecuente denominacion de conductos.

RESULTADOS

Estructuras de secrecion interna

En S. chilensis los reservorios esquizégenos presentan un epitelio uniseriado secretor de aceites
esenciales (Fig. 1A). En todos los drganos estos reservorios se encuentran enfrentados al floema y
localizados en el parénquima por fuera de la endodermis, excepto en la hoja donde el reservorio si bien
se ubica del lado del floema es interno a la vaina parenquimatica del haz vascular.

Enelcortetransversal delaraiz,enel parénquima cortical hay unreservorio por cordén de floema,
de manera similar en el tallo aéreo se encuentra un reservorio cortical muy préoximo a la endodermis
y enfrentado a las fibras del floema (Fig. 1A). En el rizoma en corte transversal la eustela del cilindro
central esta formada por numerosos haces vasculares (mas de 20), rodeada por la endodermis, en
cuya proximidad, en el parénquima cortical y frente a las fibras del floema de cada haz vascular se
localizan 1-3 reservorios secretores (Fig. 1B). El rizoma es el 6rgano con mayor nimero de reservorios.
En la hoja, la localizacidon del reservorio en la vena media es junto al floema y ubicado interno a la
vaina parenquimatica (Fig. 1C), mientras que en el mesoéfilo de las alas algunos haces vasculares
secundarios o terciarios presentan dos reservorios uno abaxial y otro adaxial, ambos internos a la
vaina parenquimatica. En el corte transversal del tallo floral o eje de la inflorescencia y el pedunculo
floral (Fig. 1D, E) se presenta una eustela similar al tallo aéreo, pero con ausencia de la endodermis,
los reservorios estan ubicados en el parénquima cortical y se localizan frente a las fibras del floema,
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aungue no estan presentes en todos los haces vasculares. En el corte transversal del filario o bractea
involucral del capitulo, el haz medio esta reducido y hay un amplio reservorio central (Fig. 1F).

Fig. 1. Localizacion de los reservorios en el corte transversal de 6rganos de S. chilensis.

¢

s BN

Fuente: Elaboracion propia

A: tallo aéreo con un amplio reservorio ubicado frente a las fibras del floema, con gotas oleosas
en el epitelio secretor. B: rizoma, detalle de dos reservorios en el parénquima cortical préximo a la
endodermisy enfrente delas fibras del floema. C: ldmina, haz de la vena media mostrando unreservorio
abaxial junto al floema e interno a la vaina parenquimatica, con notables gotas oleosas (Sudan V).
D: tallo floral, mostrando los reservorios en el parénquima cortical frente al floema de los haces
vasculares, uno de ellos lleno de resinas. E: pedunculo floral, mitad del corte transversal mostrando
parte de la eustela con reservorios frente a los floemas de algunos haces vasculares y uno amplio en
la expansion lateral. F: filario del capitulo con un notable reservorio en el centro. Escalas: A-F: 100 um.
Abreviaturas= ae: aceites esenciales; en: endodermis; es: epitelio secretor; fl: floema; re: reservorio; rs:
resinas; vp: vaina parenquimatica; xi: xilema.

Estructuras de secrecion externa

En S. chilensis el indumento esta formado por tres tipos de tricomas glandulares secretores y uno
no glandular: i) glandular uniseriado capitado, pie 2-3 celular y cabeza unicelular, observados en el
margen del filario (Fig. 2A); ii) glandular biseriado simple, con el pie biseriado con células terminales
secretoras, en la inflorescencia en general, por ejemplo en los filarios (Fig. 2B); iii) glandular flagelado
bulboso, pie 2-10 celular, generalmente dos celular, con la célula distal globosa oblonga que conecta
con la célula apical larga, delgada, tenue, flageliforme, hallados sobre ambas caras de la ldmina foliar
y en la inflorescencia (Fig. 2C, D); iv) no glandular cénico multicelular, agudo, incurvado, rigido con
paredes laterales gruesas, observados en el margen foliar y el eje de la inflorescencia (Fig. 2E).
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Fig. 2. Tricomas de Solidago chilensis.

Fuente: Elaboracion propia

A: glandular uniseriado capitado. B: glandulares biseriados simples con células terminales
secretoras colapsadas (Oil red “O”). C: glandular flagelado bulboso (gfb) con pie pluricelular. D: tricoma
gfb con pie bicelular, mostrando célula distal globoso-oblonga (bulbosa) y flagelo lleno de gotas de
aceites esenciales (QOil red “Q”). E: tricoma no glandular, cénico simple, uniseriado, pluricelular con
célula terminal aguda y paredes engrosadas (safranina). Escalas: A-E: 50 pum. Abreviaturas= cd: célula
distal del pie; fl: flagelo.

Las flores y sus papilas

Las flores liguladas y tubulosas presentan tejidos con alto contenido de aceites esenciales. Las
partes florales conteniendo gotas oleosas se identificaron positivamente con diferentes reactivos
Sudan IV, Sudan black “B”, Oil red “O” y Rojo neutro.

La flor ligulada femenina, esta formada por una corola dividida en dos labios, uno desarrollado
y otro reducido con el extremo papiloso (Fig. 3A, B). Las gotas oleosas fueron evidentes en el labio
reducidoy papilas (Fig.3C).Enelestilo-estigma, lasramas estigmaticaslinealesy papilosas reaccionaron
positivamente al tratarlas con Sudan IV y Sudan black “B” (Fig. 3 B, D y Fig. 3E, F, respectivamente).

Fig. 3. Flor ligulada de Solidago chilensis.

Fuente: Elaboracion propia
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A: vista general. B: detalle de la corolay estilo-estigma (Sudan V). C: detalle de labio reducido de
la corola mostrando contenido de aceites esenciales, tratado con el reactivo Sudan IV. D: detalle de las
papilas estigmaticas con gotas de aceites esenciales puestas de manifiesto con Sudan IV. E: Reaccién
positiva de las ramas estigmaticas con Sudan black “B”. F: detalle de las papilas estigmaticas mostrando
reaccion positiva con Sudan black “B”. Escalas: A, B, E: 1 mm; C: 300 um; D, F: 100 um. Abreviaturas=
ae: gotas de aceites esenciales; Id: labio de la corola desarrollado; Ir: labio de la corola reducido; res:
ramas estigmaticas.

La flor tubulosa, hermafrodita (Fig. 4A), presenta los 5 estambres con anteras ricas en gotas
oleosas, principalmente el conectivo y apéndice conectival (Fig. 4B, b); el estilo-estigma tiene dos ramas
estigmaticas gruesas con pelos estigmaticos todos ellos con abundantes gotas de aceites esenciales,
gue dieron reaccién altamente positiva con los reactivos usados (Fig. 4C-F).

Fig. 4. Flor tubulosa de Solidago chilensis.

Fuente: Elaboracion propia

A: vista general. B: estambres mostrando parte de las anteras, b: detalle de gotas de aceites
esenciales contenidos en el conectivo y apéndice conectival de las anteras (Oil red “O”). C: ramas
estigmaticas gruesas con papilas estigmaticas (Sudan V). D-F: detalle de papilas estigmaticas llenas de
gotas de aceites esenciales, reaccion positiva con Sudan IV (D), rojo neutro (E) y Oil red “O” (F). Escalas:
A, C: 1 mm; B: 300 um; b: 50 um; D-F: 100 um. Abreviaturas= ae: aceites esenciales; an: antera; res:
ramas estigmaticas.

DISCUSIONES

Solidago chilensis es una especie con gran capacidad de adaptacion a diferentes condiciones
ambientales con tolerancia a la alta variabilidad climatica existente en el presente. Es tolerante a la
sequia, habiéndose ensayado su cultivo como planta ornamental y melifera en regiones con déficit
hidrico (Gil et al., 2012), también fue citada por Cantero et al. (2019) como una especie de multiples
aplicaciones y con valor econémico.

Durante los ultimos anos, se ha destacado la actividad antioxidante de los aceites esenciales de S.
chilensis. Gastaldi et al. (2016), identificaron los componentes volatiles en los aceites esenciales, entre
ellos destacan en S. chilensis, el mayor porcentaje de limoneno (31,2%) y germacreno D (36,6%). Los
mismos autoresdeterminaronquelainfusiéondeS. chilensistiene unaactividad antioxidante similaral “té
verde”, Camellia sinensis (L.) Kuntze y superior al Ginkgo biloba L., especies reconocidas mundialmente
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por su contenido de antioxidantes. Una situacion similar la ofrecié Acantholippia seriphioides (A. Gray)
Molkende (Verbenaceae), donde los antioxidantes serian timol y carvacrol y una tercera especie que
presentd ain mayor actividad antioxidante fue Buddleja globosa Hope (Buddlejaceae).

La presencia de estos compuestos volatiles resulta de gran interés ya que ademas de la propiedad
medicinal mencionada, desempefan importantes funciones ya que pueden actuar como sefales para
otros organismosy para la propia planta, pueden modificar el entorno de las especies que los producen,
constituyen elementos de comunicacién quimica por su volatilidad y aroma, para atraer polinizadores
o dispersores de semillas, como defensa al repeler insectos o detener la actividad antimicrobiana
(bactericida, fungicida); actiian en la atraccion y repelencia de insectos, atraccion de parasitoides
(Marin-Loaiza y Céspedes, 2007).

Los aceites esenciales ofrecen un importante campo de estudio y aplicacion que es el uso para el
control de patdgenos, e. g., ensayo de control de nematodos (Nacobbus aberrans) con aceites esenciales
de Pascalia glauca Ortega (Ripodas et al., 2018).

En la familia Asteraceae, las estructuras secretoras internas denominadas aqui reservorios
se corresponden con los “conductos resiniferos” de Metcalfe & Chalk (1950). El nimero elevado de
reservorios en el rizoma, es coincidente con los canales hallados por Ragonese (1988) en Eupatorium
inulaefoliumH.B.K. (Asteraceae), compartiendo el concepto que las condiciones subterraneas favorecen
el desarrollo de estructuras secretoras internas.

En las Asteraceae las estructuras secretoras externas mas frecuentes son los tricomas biseriados
capitados que conjuntamente con los flageliformes forman los “nidos pilosos” de muchas especies (Ariza
Espinar, 1973). En S. chilensis, no se hallaron los tricomas biseriados capitados ni los nidos pilosos, pero
si,estan presentes los flageliformes que durante muchos afnos se consideraron tricomas no glandulares
con funcion de proteccion, hasta que Budel et al. (2018) demostraron que actiian como secretores de
aceites esenciales y les atribuyeron dos funciones, proteccién y secrecién. Posteriormente, por medio
de la histoquimica, se ha reiterado la identificacién de la funcion secretora de estos tricomas, e.g., en
otras especies del género Baccharis (Ornellas et al., 2019; Carbone et al., 2021) y el mismo resultado se
obtuvo en Solidago chilensis.

CONCLUSIONES

Los aceites esenciales se encuentran en todos los érganos de S. chilensis. En estructuras secretoras
internas (reservorios esquizégenos) con epitelio uniseriado secretor; estos reservorios se encuentran
en mayor nimero en los rizomas. En estructuras secretoras externas (tricomas y papilas estigmaticas),
mostrando las flores la mayor concentracion de aceites esenciales. Estos compuestos oleosos poseen
numerosas funciones para la propia planta, tienen gran valor en medicina y podrian tenerlo en el
control bioldgico de patdgenos vegetales. La localizacién de las estructuras son base de conocimiento
paradesarrollar la investigacion sobre el mejor método para el aislamiento y separacién de los aceites
esenciales, para luego realizar estudios farmacolégicos y médicos que corroboren la eficacia y posible
dosis de toxicidad del extracto, para el posterior uso de esos aceites, por ejemplo como suplemento
dietario (medicinal) o en pruebas para establecer su eficacia como bioplaguicidas para el control de
patégenos de cultivos agricolas, forestales u ornamentales. En cuanto al cultivo de S. chilensis, existen
algunos ensayos que se sugiere deberian incrementarse antes de encarar la produccién de aceites para
no afectar las poblaciones naturales y conservar el ambiente.
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RESUMEN

Diversos factores influyen sobre la germinacion in vitro de las semillas de orquideas, y el tiempo
de exposicién de las semillas al hipoclorito de sodio es uno de ellos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la germinacion in vitro de Brasiliorchis chrysantha, Cattleya Cernua y Miltonia flavescens a los
40, 80 y 120 dias después del cultivo, empleando una desinfeccion con etanol al 70 % por un minuto
y una dosis de 0.2 % de NaCIlO durante 5 y 10 minutos. Se cosecharon capsulas maduras previas a
la dehiscencia de las especies antes mencionadas, se procedieron a la apertura y se extrajeron una
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muestra de semillas de 0.0050 g que fueron colocadas en sobres de papel filtro, para la desinfeccién
en camara de flujo laminar y posterior cultivo en cajas de Petri en un medio Murashinge y Skoog a la
mitad de su concentracién. Para determinar el porcentaje de germinacién se tomaron microfotografias
con una lupa Motic DM 39C. El mejor porcentaje de germinacion fue cuando se desinfecto durante 5
minutos y la mayor mortalidad de semillas a los 10 minutos en todas las especies. B. chrysantha y C.
Cernua fueron las mas susceptibles a tiempo de exposicion al NaClO y M. flavescens la mas resistente.

ABSTRACT

Several factors influence in vitro germination of orchid seeds, and the time of exposure of seeds to sodium
hypochlorite is one of them. The objective of this work was to evaluate the in vitro germination of Brasiliorchis
chrysantha, Cattleya Cernua and Miltonia flavescens at 40, 80 and 120 days after culture, using disinfection
with 70 % ethanol for one minute and a dose of 0.2 % NaClO for 5 and 10 minutes. Mature capsules were
harvested prior to dehiscence of the aforementioned species, opened and a seed sample of 0.0050 g was
extracted and placed infilter paper envelopes for disinfection in a laminar flow chamber and subsequent culture
in Petri dishes in Murashinge and Skoog medium at half their concentration. To determine the germination
percentage, microphotographs were taken with a Motic DM 39C loupe. The best germination percentage was
when disinfected for 5 minutes and the highest seed mortality at 10 minutes in all species. B. chrysantha and
C. Cernua were the most susceptible to NaClO exposure time and M. flavescens the most resistant.

Keywors
Orchideaceae, disinfection, native
species, white protocorms, in vitro culture

INTRODUCCION

En la Republica Argentina existen reconocidas unas 280 especies de la familia Orchidaceae, y en
la provincia de Misiones el nimero es de 151 (Johnson, 2001; Freuler, 2008; Zanotti et al., 2020). Las
orquideas son vegetales de alto un valor comercial, principalmente como ornamental, pero padecen
grandes amenazas y riesgos de extincién debido a la vulnerabilidad, inestabilidad y uso abusivo del
recurso, ademas de sufrir la pérdida de habitat, contaminacién y el efecto del cambio climatico, que la
arrastran a un futuro incierto por disminucién de las poblaciones silvestres (Barman y Devadas, 2013;
Capdevila-Argtlelles et al., 2013; Cox Tamay 2013; Fay 2016).

Basado en el estado actual de conservacién de muchas especies, surge la necesidad de generar
metodologias de conservacién para las especies de esta familia, no solo por su valor econémico, sino
también por las funciones ecolégicas que poseen, ya que son grandes bioindicadores del impacto
antrépico sobre la biodiversidad de ecosistemas forestales (Krémer et al., 2014).

Sibienunadelasestrategiasdeconservacidondeplantas masapropiadaseslainsitu,laconservacién
ex situ puede resultar un alternativa interesante como complemento de la primera o en casos en que
no sea factible la conservacion en el sitio de origen (Ortega-Larrocea et al., 2009), en este sentido la
propagacion in vitro puede constituir una herramienta efectiva, porque permite la germinacién de las
semillas de orquideas en peligro de extincion en ausencia de hongos micorricicos (Ruiz et al., 2008).

Para comercializar especies de orquideas silvestres es necesario establecer protocolos de
propagacién masiva in vitro en laboratorios, ya que, si se logra un mayor uso y aceptacién de las
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orquideas obtenidas por metodologias sustentables, podria mitigarse la presion sobre las poblaciones
silvestres de las orquideas nativas (Tejeda-Sartorius et al., 2017). A su vez la germinacion in vitro, es
una metodologia interesante, porque a partir de estas plantas se pueden realizar una gran variedad
de estudios en condiciones asépticas, como asi también se pueden generar sistemas de propagacion
asexual que pueden utilizarse para generar bancos de germoplasmas in vitro (Ortega-Larrocea et al.,
2009).

Pero la germinacion in vitro de orquideas requiere de métodos de desinfeccién de semillas, que
permitan obtener cultivos libres de contaminacién. Sin embargo, con el pequefio tamafo que poseen
resulta dificil su manipulacién por lo que se suelen utilizar sobres de papel o jeringas, pero también se
debe tener en cuenta la dosis y el tiempo de exposicion de las semillas al hipoclorito de sodio, porque
se pueden producir altos porcentajes de mortalidad de estas (Dalzotto y Lallana, 2013; Santos-Pérez
etal., 2019).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad germinativa in vitro de semillas de
Brasiliorchis chrysantha, Cattleya Cernua y Miltonia. Flavescens desinfectadas con una solucién de
hipoclorito de sodio al 0.2 % durante 5y 10 minutos después de 40, 80y 120 dias de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon plantas adultas en edad reproductiva de Brasiliorchis chrysantha (Barb. Rodr.) R.B.
Singer, S. Koehler & Carnevali., Cattleya Cernua (Lindl.) C. Berg. y Miltonia flavescens Lindl. mantenidas
en invernaculo y bajo riego por aspersion una vez al dia. Durante la época de floracion se procedieron
afecundar 4 flores por plantay los frutos obtenidos se cosecharon entre los 2 y 4 meses después de |la
fecundacion pero previo a la dehiscencia.

Desinfeccion y cultivo in vitro de semillas

Una muestra de 0.0050 g de semillas de varios frutos de B. chrysantha, C. Cernua y M. flavescens se
colocaron ensobres de papel filtro y se desinfectaron con etanol al 70% por un minuto, posteriormente
con hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.2% con 2 gotas de Tween 20 por 5 y 10 minutos y fueron
enjuagadas 5 veces con agua destilada estéril para eliminar el desinfectante. Inmediatamente después
de la desinfeccion, las semillas se cultivaron en cajas de Petri con 15 mL del medio basal Murashige
y Skoog (1962) reducidas en un 50% en su concentracion original, adicionado con sacarosa 20 g.L?,
carbon activado 2.0 g.L.ty el gelificante agar 6.0 g.L-*. El pH del medio de cultivo fue regulado a 5.8 con
soluciones de KOH o HCI antes de la adicién del agar y el carbdn activado. Las cajas de Petri con las
semillas se mantuvieron durante 120 dias en una cadmara climatizada con un fotoperiodo de 16 horas
luz (116 pmol.m-2.s%, PAR) y 8 de oscuridad con una temperatura 27+2 °C.

Obtencion de datos

Durante el ensayo se tomaron micro-fotografias con una lupa Motic DM 39C del cultivo a los
40 y 80 dias para analizar la germinacién de las semillas provenientes de los distintos tratamientos
de exposicion de éstas al NaClO. Para el conteo de las semillas germinadas se consideré a la etapa
fenoldgica, en la que se forma una estructura de color verde conocida como protocormo (Aguilar-
Morales etal., 2016).

En cada microfotografia se contabilizaron la cantidad de protocormos verdes y la totalidad de las
semillas presentes en la fotografia. Los datos obtenidos de las microfotografias se utilizaron para el
calculo del porcentaje de germinacion, empleando la férmula:
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PG (%) = (SG/TS) *100 (1)

Donde SG es el total de protocormos verdes y TS es el total de semillas cultivadas.
El porcentaje de semillas muertas, con la férmula:

SM (%) = (PB/TS)*100 (2)

Donde PB es el total de protocormos blancos.
El incremento de la germinacién entre los 40 y 80 dias de cultivo, cuando se desinfectd durante 5
y 10 minutos, con las formulas:

IG (%) = PG_80 - PG_40(3)

Donde PGS80 es el porcentaje de germinacion a los 80 dias y PG40 porcentaje de germinacién a
los 40 dias.

El incremento de mortalidad (IM) de semillas entre 5y 10 minutos de desinfeccién a los 40 y 80
dias, con la formula:

IM (%) =SM_10 -SM_5 (4)

Donde SM, es cantidad de protocormos blancos cuando el tiempo de desinfeccion con NaClO fue
de 10 minutos y SM5 cuando el tiempo de exposicién fue de 5 minutos.

Diseno y analisis estadistico

El disefo estadistico que se empled fue el completamente aleatorizado con distribucién factorial
de 3 (especies) por 2 (tiempos de exposicion en hipoclorito de cloro) por 2 (dias después del cultivo),
para lo cual se utilizaron 3 cajas de Petri por cada tratamiento (Tabla 1). Para la cuantificacion de la
capacidad germinativa se utilizé6 una muestra de 5 microfotografias por tratamiento, que fueron
seleccionadas al azar después de ser tomadas sobre cada una de las cajas de Petri. Los datos de las
variables fueron analizados con el test de normalidad Shapiro-Wilk modificado y de homocedasticidad
por medio de la prueba de Levene, a continuacion, se realizé un andlisis de variancia (ANDEVA) y las
medias se compararon con el test de Duncan a un nivel de confianza de 0.05 empleando el software
INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2020).
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Tabla 1. Distribucion de los tratamientos de acuerdo con la combinacion de los factores a evaluar.

Tiempo de

Especie exposicién Dias de cultive Tratamiento
Brasiliorchis chrysantha 5 mittos 40 1
Brasiliorchis chrysantha 5 minutos 80 2
Brasiliorchis chrysantha 10 minutos 40 3
Brasiliorchis chrysantha 10 minutos 80 4
Cattleya Cermua 5 minutos 40 )
Cattleya Cermua 5 minutos &0 ]
Cattlava Cernua 10 minutos 40 7
Cattleva Cernua 10 minutos 80 8
Miltonia flavescens 5 mittos 40 9
Miltonia flavescens 5 mittos 80 10
AMiltonia flavescens 10 minutos 40 11
Miltonia flavescens 10 minutos 80 12

Fuente: Elaboracion propia
DESARROLLO

La germinacion in vitro de semillas de orquideas se ve afectada por las condiciones de cultivo, la
maduracién de las semillas y la desinfeccion empleada (Rodriguez et al., 2003; Salazar-Mercado et al.,
2013). La concentracion y tiempo de exposicion del NaClO durante la desinfeccion son factores que
influyen notablemente en la viabilidad y consecuentemente en el porcentaje de germinacion (Salazar-
Mercado et al., 2013). En este estudio el analisis estadistico manifestd diferencias estadisticas de las
variables entre los tratamientos analizados, observandose los mayores PG, cuando la exposicion fue
de 5 minutos y el mayor SM a los 10 minutos en todas especies, pero no se observaron diferencias
estadisticas entre los 40 y 80 dias de cultivo. Por otro lado B. chrisantha presentd el mejor PG
superando el 60% cuando la desinfeccion con NaClO fue durante 5 minutos, C. cernua en cambio
presento el menor PG con valores inferiores al 40% y una proporcién de semillas muertas (SM) de mas
del 60 % (Tabla 2), siendo la especie mas afectada por el proceso de desinfeccion. El efecto negativo del
NaClO sobre la germinacion de semillas de orquideas fue demostrado también en Isochilus linnearis y
Oeceolades maculata, donde las semillas presentaron una notable disminucién en el PGy vigor a medida
que transcurrié el tiempo (Dalzotto y Lallana, 2013).

M. Flavescens en cambio no manifesté diferencias significativas entre los tiempos de exposiciéon y
diferentes periodos de evaluacion, manifestando un PG y un SM de aproximadamente del 50 % (Tabla
2), observandose como la especie que tiene semillas de mayor resistencia a la exposicion del NaClO, al

28



-

-

Z
°.
O
<
O
[
(2]
Ll
>
Z
L
(@]
@)
—
-
O
—
o
<

igual que Oncidium viperinum (Dalzoto y Lallana, 2013).

En otras especies como Prosthechea vespa Vell. y Sobralia klotzscheana Rchb. f. el uso de NaClO al
0.39 % durante 5 minutos en semillas de capsulas maduras, alcanzaron porcentajes de germinacion
del 84.4 y 80.1% respectivamente (Salazar-Mercado y Cancino, 2012), contrario a lo obtenido en este
estudio. Por otro lado, cuando las semillas Phragmipedium kovachii fueron desinfectadas empleando una
dosis de 0.5 % durante 15 minutos la germinacion fue del 50 % (Ruiz-Sanchez, 2021), asemejandose a
los resultados obtenidos en B. chrisantha y M. Flavescens.

Tabla 2. Efectos de los tratamientos sobre la capacidad germinativa (PG %) y proporcion de semillas muertas

(SM %).

Tratamiento n PG (%) SM (%)
1 243 61.17+6.07 ab 3883607 fg
2 170 67.99+11.982 32001198 g
3 200 5243 +497 bed 47 57 £4.97 def
4 172 54.03 + 7.75 be 45.96 £ 775 ef
5 161 31.55+10.52 fg 6344+ 1052 ab
6 117 36.64 = 12.88 ef 63.36 12.88 be
7 191 2287x415¢ 7713=415a
8 122 2317+ 10.14g 76.82+10.14 2
45232872 50.76 % 8.72
? 168 bede cdef
+
10 125 b2 77£15.19 4723 £15.19 def
bed
1 200 39.65 = 8.59 def 60.34 + 8.59 bed
12 139 43.00=9.29 56.99 929 bede
cdef

Fuente: Elaboracion propia

* Letras distintas indican diferencias significativas a un nivel de 0.05 al Test de Duncan.

Cuando las semillas fueron desinfectadas durante 5 minutos, después de 40 dias de cultivo se
observan protocormos verdes con rizoides en todas las especies, pero todavia se encuentra una alta
cantidad de protocormos dentro del tegumento y empiezan a aparecer protocormos blancos (Figura
1A-C), que son originados por la utilizacion del NaClO y pueden incrementarse a medida que aumenta
ladosisy el tiempo en que se exponen las semillas al producto desinfectante (Dalzotto y Lallana, 2013).

Si bien la germinacién se inicié a los 9, 12 y 14 dias para C. cernua, B. chrisantha y M. Flavescens
respectivamente, transcurrido 80 dias de cultivo las hojas comienzan avisualizarse en los protocormos
de B. chrisantha (Figura 1D) y de C. cernua (Figura 1E), en tanto que en M. Flavescens, en este periodo
recién comienzan a visualizarles escasamente el desarrollo de los primordios foliares (Figura 1F). Al
cabode 120dias el grado de desarrollo de los protocormos es tal que no se puede continuar observando
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la germinacién de las semillas en ninguna de las especies y tiempos de desinfeccién. En B. chrisantha
puede visualizarse hasta 3 hojas por protocormo, pero aun presentan rizoides (Figura 1G), en C. cernua
a 120 dias ya se observan plantas completamente formadas con hojas y una raiz bien desarrollada
(Figura 1H), en tanto que en M. Flavescens las hojas recién comienzan a visualizarse (Figura 11).

La germinacion de las semillas de orquideas puede iniciarse desde los 5 dias hasta 3 o 4 meses
después del cultivo, porque este proceso morfogénico es altamente influenciado por el grado de
maduracién de las capsulas y si se cosechan extremadamente verdes, las semillas podrian no germinar
(Rodriguez, 2003; Andrade-Rodriguez, 2015; del Cristo-Banda-Sanchez et al.,2017). Enlas orquideas,
la germinacién es considerada cuando el embridn forma una pequeia estructura llamada protocormo
gue cambia a una coloracion verde, sobre el cual a medida que transcurren los dias del cultivo se
desarrollan los primordios foliares, rizoides y por tGltimo la raiz (Andrade-Rodriguez, 2015).

Figura 1. Germinacion de semillas desinfectadas durante 5 minutos con NaClO al 0,2 %. Protocormos
desarrollados B. chrysantha (A, D y G), C. cernua (B, E y H); M. flavescens (C, F e 1), observacion a los 40 dias
(A -C),80dias (D - F)y 120 dias (G - I). Las flechas indican primordios foliares en D y E, rizoides en G. Escala:
A-C 1000 um; D-G 2000 um; H-1 1 cm

Al desinfectarse durante 10 minutos, a los 40 dias ya se observan gran cantidad de protocormos
blancos y semillas con embriones muertos (Figura 2 A-C) y a los 80 dias la cantidad de protocormos
verdes con posibilidad de formar una planta es inferior a las semillas que fueron desinfectadas durante
5 minutos (Figura 2 D-F), hecho que puede observarse a simple vista a los 120 dias (Figura 2 G-I). El
efecto toxico del tiempo de exposicién del NaClO sobre las semillas, se observa claramente sobre la
morfofisiologia de éstas (Salazar-Marcado et al., 2013), generando protocormos muertos de color
blanco (Billard et al.,2013). A su vez amedida que transcurren los dias de cultivo se pueden incrementar
estos, ya que los protocormos que inicialmente se manifestaban de color verde pueden verse afectados
por el NaClO y pueden convertirse en blancos (Dalzotto y Lallana, 2013).
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Figura 2. Germinacion de semillas desinfectadas durante 10 minutos con NaClO al 0,2 %. Protocormos
desarrollados B. chrysantha (A, Dy G), C. cernua (B, E y H); M. flavescens (C, F e 1), observacion a los 40 dias (A
- C), 80dias (D - F) y 120 dias (G - ). Las flechas indican protocormos vivos (verde) y muerto (blanco). Escala
A-C 1000 um; D-F 2000 um; G-1 2 cm

Al analizar los incrementos de germinacién entre los 40 y 80 dias de cultivo no se observaron
diferencias significativas entre las especies, ni en los diferentes tiempos de exposicion, sin embargo C.
cernua fue la especie que presenté menor |G con un tiempo de exposicion de 10 minutos (Figura 3A), lo
cual conllevaaunbajo PGy B.chrysanthalaque manifesté el mayor |G, ocasionandounelevado PG (tabla
2). Empleando una dosis de 0.5 % de NaClO las semillas de Oncidium bifolium tampoco manifestaron
diferencias significativas en los porcentajes de germinacion entre los 24 y 67 dias después del cultivo
y los protocormos muertos solo aparecieron en los tratamientos que no tuvieron un enjuague (Billard
et al., 2013), en este trabajo en cambio se observaron protocormos muertos a pesar de tener cinco
enjuagues, por lo que las especies aqui estudiadas pueden ser relativamente susceptibles a la toxicidad
del NaClO.

Considerando los protocormos blancos (muertos), en la evaluacion del incremento de estos, no se
observaron diferencias significativas entre las especies ni los diferentes tiempos de exposicién, pero
los mayores IM se observaron en B. chrysantha y C. cernua (Figura 3B).

El NaClO es un agente desinfectante efectivo en el establecimiento in vitro de semillas de
orquideas, pero se debe ser cauto con las dosis y tiempos de inmersién, porque puede ocasionar
elevada mortalidad de semillas incluso varios dias después del cultivo (de Feria et al., 2007; Dalzotto
y Lallana, 2013; Salazar-Mercado et al., 2013), tal como se observéd en Isochilus linnearis y Oeceolades
maculata que tuvieron una incremento de protocormos blancos del 25y 52,3% respectivamente a los
77 dias de cultivo por efecto del NaClO (Dalzotto y Lallana, 2013).
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Figura 3. Incremento de germinacioén entre los 40 y 80 dias después del cultivo cuando el tiempo de exposicion
en hipoclorito de sodio fue de 5 y 10 minutos (A). Incremento de mortalidad de las semillas 40 y 80 dias
después del cultivo de las semillas desinfectadas por 5 y 10 minutos en hipoclorito de sodio (B).

El cultivo in vitro es una herramienta indispensable para mejorar la capacidad germinativa y
desarrollo de las especies de orquideas con el objetivo de comercializar o realizar futuros estudios
(Salazar-Mercado et al., 2013). En este sentido, los resultados de este estudio al igual que otros de la
misma indole han demarcado laimportancia de contar con protocolos in vitro para las orquideas, sobre
todo para aquellas que se encuentren en peligro de extincion (Salazar-Mercado y Gélvez-Manrique,
2015; Pérez-Martinez y Castafieda-Garzon, 2016).

CONCLUSIONES

El incremento del tiempo de exposicién de las semillas al NaClO en una dosis de 0,2% provoca
una disminucion en la germinacién en B. chrisantha y en C. cernua, pero no asi en M. flavescens porque
exponer las semillas de esta especie a 5 o 10 minutos a esa concentracion de NaClO, no genera
diferencias significativas en la germinacién.

El tiempo trascurrido desde la siembra entre los 40 y 80 dias no demarca diferencias en la
germinacion, por lo que alos 40 dias practicamente se logran valores similares alos 80 dias, que pueden
ser concordantes con los valores finales de germinacion.
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RESUMEN

La productividad primaria (PP) es una tasa que mide un proceso ecosistémico importante y que
determina el rendimiento de los cultivos agricolas. Los manejos agrondmicos de alta intensidad han
contribuido notablemente al deterioro de los recursos naturales, por lo que la produccién agricola
sustentable es un gran desafio para la agricultura moderna. Los hongos micorricicos arbusculares
(HMA) forman una asociacion simbidtica (micorrizas arbusculares, MA) con las raices de las plantas
gue contribuye con su crecimiento mediante el aumento de la absorcion de nutrientes minerales.
Estos hongos pueden influir notablemente en la productividad y en el rendimiento de las cosechas,
por lo tanto se los puede usar como promotores naturales de la PP sin impacto negativo sobre el
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medio ambiente. Asi, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de diferentes usos del suelo
utilizados como inéculos de HMA sobre la PP en bioensayos de plantas trampas con alfalfa y sorgo,
dos cultivos predominantes en la regién. Los resultados indicaron que la mayor PP estuvo asociada
a las plantas inoculadas con suelos provenientes de los usos con escasa actividad agricola. La mayor
perturbacién agricola influye negativamente en la diversidad y desarrollo de los HMA y por ende, los
agroecosistemas menos perturbados presentan una mayor diversidad de HMA que favorecen la PP
del cultivo. Las plantas que crecieron en contacto con mayor diversidad de HMA podrian establecer
MA con diferentes especies flingicas que podrian contribuir de modo complementario a su beneficioy
crecimiento.

ABSTRACT

Primary productivity (PP) is a rate that measures an important ecosystem process and determines the yield
of agricultural crops. High-intensity agronomic management has notably contributed to the deterioration of
natural resources, which is why sustainable agricultural production is a great challenge for modern agriculture.
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form a symbiotic association (arbuscular mycorrhiza, AM) with plant
roots that contributes to their growth by increasing the absorption of mineral nutrients. These fungi can
significantly influence the productivity and yield of crops; therefore, they can be used as natural promoters
of PP without negative impact on the environment. Thus, the objective of this work was to determine the
effect of different land uses used as AMF inoculum on PP in trap plant bioassays with alfalfa and sorghum,
two predominant crops in the region. The results indicated that the highest PP was associated with plants
inoculated with soils from uses with low agricultural activity. The greater agricultural disturbance negatively
influences the diversity and development of the AMF and therefore, the less disturbed agroecosystems present
a greater diversity of AMF that favor the PP of the crop. The plants that grew in contact with a greater diversity
of AMF could establish AM with different glomalean fungal species that could contribute in a complementary
ecosystem function to their benefit and growth.

Keywors
Aerial primary production, agricultural
production, Glomeromycota, Sorghum
bicolor, Medicago sativa

INTRODUCCION

La alfalfa (Medicago sativa L., Fabaceae) es considerada la principal especie forrajera del mundo
(Martinez-Rubin de Celis et al., 2011). Esta leguminosa perenne es la mas ampliamente utilizada en la
alimentacion del ganado por su contenido proteico (Martinez-Rubin de Celisetal.,2011). En Argentina,
el monocultivo de la alfalfa ha sido tradicionalmente la base de la produccion ganadera'y, junto con el
trigo, uno de los cultivos fundadores de la agricultura nacional (Guifazu et al., 2010). En la actualidad,
constituye uno de los principales recursos forrajeros debido a su enorme adaptacién a diferentes
climas (Guinazu et al., 2010), a su longevidad, y al hecho de que puede mejorar el suelo donde se cultiva
(Campanellietal., 2013).

Elsorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench, Poaceae) es una graminea de origen tropical. En Argentina
se adapta muy bien al clima templado y es ampliamente utilizado para la alimentacién ganadera. El
excelente potencial que ha demostrado el sorgo en diversas regiones del pais y la importancia del
cultivo para el desarrollo de un sistema sustentable han incidido notablemente sobre el incremento
en la superficie sembrada, asi como en las exportaciones de este grano, ubicando al pais como
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segundo exportador a nivel mundial (Carrasco et al., 2011). El sorgo presenta un sistema radical muy
desarrollado y profundo que le permite muy buena exploracion del perfil del suelo contribuyendo a
mejorar la estructura del mismo, ayudando a mejorar las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas
(Carrascoetal.,2011).

El cultivo de alfalfay sorgo en Argentina, al igual que la agricultura de alta intensidad en el resto
del mundo se ha centrado principalmente en la productividad. La mecanizacién, los monocultivos y el
mayor uso de insumos sintéticos han degradado la calidad del agua, reducido las tierras cultivables, los
recursos forestales y la fertilidad del suelo (Ejersa, 2021 y referencias alli citadas). La agricultura es la
interfaz mas grande entre los seres humanos y el medio ambiente, por lo que conciliar la produccién
de cultivosy laintegridad ambiental, en otras palabras, la produccion sostenible de cultivos, es un gran
desafio para la agricultura moderna (Ejersa, 2021 y referencias alli citadas ). Esto implica la necesidad
de desarrollar estrategias de manejo de cultivos que optimicen la fertilidad del suelo, la diversidad
biolégicay la solidez de los cultivos mediante la creacién de formas de agroecosistemas que respeten
los procesos ecoldgicos naturales y respalden la productividad a largo plazo (Ejersa, 2021).

La productividad es uno de los procesos mas importantes de los ecosistemas en general y de los
agroecosistemas en particular, en los que se define como “la cantidad de alimento, combustible o fibra
para uso humano, que produce un agroecosistema” (Marten, 1988). En cultivos como la alfalfa y el
sorgo la fraccién vegetal utilizable por el hombre, en general, es la region aérea de la planta, es decir la
productividad primaria neta aérea. Esta productividad, en adelante “productividad primaria” (PP), esta
determinada por la estructura y funcion de las comunidades de plantas y el acceso a los recursos que
sustentan su crecimiento (Connor et al.,,2011). En ocasiones, la PP esta limitada por la disponibilidad de
recursos minerales del suelo (Neri-Luna & Villarreal-Ruiz, 2012). Para poder superar esta limitacion, la
mayoria de las plantas terrestres forman asociaciones simbidticas con microorganismos edaficos (van
der Heijden & Scheublin, 2007).

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) constituyen un grupo filogenético, el filum
Glomeromycota (Schi3ler et al., 2001) y funcional clave de la biota del suelo que puede contribuir
en gran medida a la productividad de los cultivos y la sostenibilidad de los ecosistemas (Jeffries et al.,
2003). Los HMA son capaces de establecer una interacciéon simbidtica con las raices del 80 % de las
familias de plantas terrestres formando la interaccién simbiética denominada micorriza arbuscular
(MA) (Smith & Read, 2008). Esta interaccion no solo mejora el crecimiento de las plantas a través de
una mayor absorcién nutrientes minerales esenciales para el crecimiento de ellas, sino que también
tienen otros efectos que no se relacionan directamente sino indirectamente con la nutricion del
hospedante como la estabilizacién de los agregados del suelo, en la prevencién de la erosion y en el
alivio del estrés en las plantas causado por factores bidticos y abidticos (Smith & Read, 2008). Asi,
los microorganismos simbidticos como los HMA y su diversidad en el suelo son uno de los principales
actores en el mantenimiento del funcionamiento de los ecosistemas, ocupando una importante funcion
enla PP (Waggetal.,2011)y afectdndola directamente.

Los HMA, son un grupo de hongos endofiticos y biétrofos obligados que establecen relaciones
simbidticas con los érganos de absorcion (raices, rizomas, rizoides) y estan presentes en la gran mayoria
las plantas, incluidas las cultivadas, y de los ecosistemas. En la simbiosis MA ambos integrantes, hongo
y planta, se ven beneficiados (Smith & Read, 2008). Asi, el hongo contribuye con la planta en el aumento
de su capacidad de absorcién al explorar mayor volumen de suelo que la raiz sola, desempenando
una funcién primordial en la obtencién de nutrientes, acceso a iones minerales a partir de fuentes
inorganicas y organicas de fosforo (P) y nitrégeno (N), que generalmente no estan disponibles para las
plantas en forma directa (Neri-Luna & Villarreal-Ruiz, 2012 y referencias alli. Por su parte, la planta
proporcionaal hongo productos carbonados derivados de lafotosintesis, esenciales parael crecimiento
y un nicho ecolégico protegido (Jaizme-Vega & Rodriguez-Romero, 2008) para el desarrollo del ciclo
vital fungico. Como resultado de esta relacién, los HMA tienen el potencial de afectar en gran medida
la productividad de la planta (van der Heijden et al., 1998) en todos los ecosistemas que los albergan.
Ademads,debidoasucaracter debidtrofos obligadoslos HMA solo puedencrecer encultivoen presencia
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de las raices de plantas hospedantes cultivadas in vitro o con las plantas hospedantes completas (Smith
& Read, 2008). Asi, los HMA no pueden cultivarse aisladamente de sus hospedantes, inconveniente
que es superado por el empleo de las Ilamadas “plantas trampas”, que consiste en el cultivo conjunto en
maceta de plantas hospedantes con HMA (INVAM, 2022). Este método es uno de los més utilizado en
experimentos para determinar la productividad primaria y para la propagacion de los HMA.

El efecto negativo de las practicas agricolas sobre la diversidad y funcionalidad de los HMA ha
sido demostrado en diferentes estudios (Verbruggen et al., 2010). Esta disminucion de la diversidad
de HMA puede tener efectos negativos sobre la PP de los ecosistemas naturales y de los cultivos
(Maherali & Klironomos, 2007; van der Heijden et al., 1998; Wagg et al., 2011). Asi, van der Heijden et
al. (1998) propone que la productividad de los ecosistemas aumentaran con el incremento del niimero
de especiesde HMA, debido al efecto beneficioso adicional de cada unade las especies de estos hongos,
ya que diferentes especies de hospedantes podrian beneficiarse de diferentes taxones de HMA. Asi,
la PP puede depender de la diversidad de los hongos simbiontes (van der Heijden et al., 1998). Esta
multifuncionalidad de los HMA podria traducirse en mayores beneficios para el hospedante que
crece en contacto y asociacién con comunidades con mayor diversidad de especies de HMA, ya que
tedricamente cada una podria brindar servicios adicionales a las plantas hospedantes que contribuyan
a una mayor productividad (Waggetal., 2011).

Teniendo encuentalaimportanciadelaalfalfayelsorgoenlaeconomiadelaregién, lainfluencia
de los HMA en la produccién primaria, y los efectos de las practicas agricolas sobre la comunidad de
estos hongos, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del origen del indculo de HMA sobre
la productividad primaria mediante bioensayos de plantas trampas.

MATERIALES Y METODOS

Bioensayos de cultivos con plantas trampa para determinar la productividad primaria (PP)

Serealizé un bioensayo para determinar la PP, que se cuantificé como, la totalidad de la materia
vegetal aérea en peso seco en gramos. Las especies hospedantes de los HMA utilizadas como plantas
trampa fueron una Poaceae, Sorghum bicolor (L.) Moench (sorgo) y una Fabaceae, Medicago sativa L.
(alfalfa). Ambas especies frecuentemente cultivadas en la region y reconocidas por ser eficientes
hospedantes de los HMA. Los cultivos con plantas trampa (PT) pueden iniciarse a partir de alguna de los
diferentes fuentes de propagulos, entre las que se destacan el suelo rizosférico, esporas y fragmentos
deraiz (Morton et al., 1996).

Los cultivos de las PT se realizaron en macetas de 20 litros, conteniendo sustrato inerte
esterilizado. Este sustrato consistio en una mezcla de suelo estéril proveniente de parcelas
frecuentemente cultivadas con alfalfay sorgo;y de arena estéril (enuna proporcion 2:1). Las macetas se
mantuvieron en un invernadero (Figura 1) con condiciones controladas a 25 °C de temperaturay 50 %
de humedad relativa, durante 4 meses en la Estacién Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Villa Mercedes, provincia de San Luis, Republica Argentina.

En cada maceta, a 2 cm de profundidad en el sustrato, se colocaron 2 semillas de cada una de las
especies vegetales elegidas para el bioensayo; junto a las semillas se colocé el inéculo de HMA (80
gramos de suelo original de cada uso estudiado). Las macetas se regaron peridodicamente con agua
corriente, a capacidad de campo, cada 2 6 3 dias, dependiendo del requerimiento hidrico de la planta.
Al cabo de 4 meses de crecimiento, los vastagos de las PT fueron cosechados y secados a temperatura
ambiente para cuantificar la PP de cada uso de suelo.
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Figura 1. Bioensayos de plantas trampa en el Invernadero de la Estacion Experimental Agropecuaria del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Villa Mercedes, San Luis, Argentina.

Esterilizacion de semillas, preparacion de sustrato y montado de macetas

Las semillas de alfalfa y cariopsis de sorgo al igual que todos los elementos a utilizar durante el
trabajo con plantas trampas fueron esterilizadas en superficie con alcohol etilico (96 %) y los elementos
inertes ademas se expusieron a luz UV durante 3 horas previas al inicio del trabajo.

Para la esterilizacion de las semillas se las sumergio en una solucién de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 10 % durante 10 minutos; posteriormente, se retiraron de la solucion y se las lavaron con
aguaestéril durante un minuto. El procedimiento de sumersiény lavado de las semillas se repitié cuatro
veces.

El sustrato estéril utilizado como soporte para el crecimiento de los cultivos con las PT estuvo
compuesto por una mezcla de suelo estéril de las parcelas permanentes de cultivo y arena fina estéril,
en una proporcion 2:1. El suelo original de cada una de las parcelas permanentes con distintos usos,
se tamizé con una malla de 2 mm para descartar los restos vegetales; el suelo obtenido del tamizado
se fracciond en bolsas resistentes a altas temperatura y se sometio a una sucesion de tratamientos de
esterilizacion con vapor de agua a alta temperatura y presion durante una hora (121 °C; 1,2 atm) en
autoclavey enfriamiento posterior por 24 h; este tratamiento se repitié dos veces antes de almacenarse
en heladera para su posterior utilizacién para el armado de las macetas de las PT. La misma secuencia
se utilizé para esterilizar la arena fina.

Para el armado de las macetas se siguié un procedimiento descripto por Lugo et al. (2018) y
se adiciond una capa de arena estéril de 1 a 3 cm de altura en el fondo de la maceta para facilitar el
drenaje. Posteriormente, se rellené aproximadamente % del volumen total de lamaceta con el sustrato
estéril preparado. En el centro de la de la maceta se colocé el indculo y por encima de éste se colocaron
las semillas esterilizadas. Finalmente, toda la superficie del sustrato contenido en la maceta se cubrié
con una capa de arena estéril para evitar la contaminacion y se regé a capacidad de campo con agua
corriente.

DESARROLLO

Determinacién de la biomasa vegetal bajo distintos usos de suelo

Una vez finalizado el periodo de crecimiento de las especies vegetales utilizadas como plantas
trampa, la totalidad de la materia vegetal aérea fue cosechada, secada a temperatura ambiente hasta
peso constante y éste se registré como productividad primaria (PP).

Inéculo
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Obtencion del Inéculo

Las muestras de suelo que se utilizaron como indculo (indculo-suelo) para el cultivo de las PT se
recolectaron durante el mes de febrero de 2017, correspondiente a la estacién verano en el drea de
estudio ubicada en el Distrito del Caldén, Ecorregion Espinal, Republica Argentina. El procedimiento
consistio en establecer 4 parcelas rectangulares (n=4) de 90 m X 30 m en cada unidad de uso de suelo
estudiadas; de cada vértice y del centro de cada parcela se recolecté una submuestra de suelo, las
5 submuestras obtenidas fueron homogeneizadas. En el laboratorio, el homogeneizado se tamizé y
seco a temperatura ambiente para eliminar el exceso de humedad y la proliferacién de contaminantes.
Finalmente, los suelos-indculos se almacenaron en heladera a 4°C hasta el momento de su utilizacion
en los bioensayos de PT.

Cadaunodelosinéculos provino de una parcela diferente y de diferentes usos de suelo. En total
se estudiaron 4 usos de suelo:

Bosques de Caldén (Prosopis caldenia Burkart)= Bosque

Pasturas de pasto llorén (Eragrostis curvula (Schrad.) Nees)= Llorén
Cultivos de alfalfa (Medicago sativa L.)= Alfalfa

Monocultivos de soja (Glycine max (L.) Merill)= Soja

El nimero total de indculos-suelo utilizados fue de 16; se realizaron 4 repeticiones de cada
uno de los inéculos utilizados, es decir, hubo 4 macetas inoculadas con suelo proveniente del mismo
homogeneizado, teniendo un total 64 macetas con inéculos (16 inéculos-suelo x 4 repeticiones).
Ademas, por cada parcela se utilizdé una maceta control sin indculo-suelo (16 macetas) para confirmar
laviabilidad de la semillay el crecimiento de las plantas, teniendo en los bioensayos de PT un total final
de 80 macetas.

Caracterizacion del Inoculo

La composicion de las comunidades de HMA presentes en cada indculo utilizado se determiné
previamente al bioensayo de PT. Para ello, cada muestra de suelo original de donde se obtuvo cada
indculo-suelo se procesd para la extraccién de esporas y esporocarpos de los HMA en 100 g de
suelo siguiendo los métodos de tamizado himedo, decantacion (Gerdemann & Nicolson, 1963) y
centrifugacion en gradiente de sacarosa (Walker et al., 1982). Las esporas y esporocarpos de HMA
fueron aislados y montados en preparados semipermanentes en una solucién de glicerina:agua al 70%
V/V y en una mezcla de esta solucién con reactivo de Melzer. Posteriormente, los HMA extraidos de
las muestras fueron observados con un microscopio 6ptico (40X y 100X) para cuantificar su diversidad
medida como riqueza absoluta de especies y abundancia de cada especie por 100 g de peso seco del
suelo original.

Andlisis estadistico

Para determinar si habia diferencia entre la productividad asociada a los diferentes indculos
provenientes de los distintos usos del suelo estudiados se realizé la prueba de Kruskal-Wallis. Se eligié
este tipo de prueba debido a que los datos no cumplian con todos los supuestos de ANAVA. La prueba
de comparacion de medias se realizo por el test de Conover al 0,05 de probabilidad con correccion
de Bonferroni. Ademas, se realizdé un andlisis de correlacion de Spearman para determinar si habia
relacion entre lariqueza de especies de HMA del indculo, la abundancia de esporasy la PP. El programa
estadistico utilizado para realizar los anélisis fue R (versién 4.0.3) (R Core Team, 2021), con el paquete
“conover.test” (versidn 1.1.5) para analisis estadisticos especificos, y los paquetes “ggplot2” y “plotly”
para realizar graficos.
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La PP medida através de la produccién de biomasa vegetal utilizando el método de plantas trampa
difirio significativamente entre los distintos usos del suelo original (H= 11,669 p= 0,008). Se observo
unamayor biomasavegetal enlas PT coninéculos provenientes del uso Alfalfa, seguido por losinéculos-
suelo provenientes del uso Bosque, Llorén y Soja (Tabla 1, Figura 2). Al realizar las comparaciones
multiples entre las macetas con indculos diferentes, se observaron diferencias significativas entre las
macetas con indculos de Bosque vs las macetas con indculos Soja (p= 0,0010), las macetas con indculos
de Llorén vs las macetas con inéculos de Alfalfa (p=0,0075)y las macetas con indculos de Alfalfavslas
macetas con indculos de Soja (p=0, 0003) (Tabla 2). La PP solo estuvo correlacionada positivamente y
significativamente (p= 0,01003) con la riqueza de especies de HMA presentes en el indculo (Figura 3),
mientras que correlacién entre la PPy la abundancia de HMA no fue significativa.

Tabla 1. Productividad primaria medida como peso seco en gramos en relaciéon con la presencia de
indculo de cada uso del suelo (Alfalfa, Bosque, Llorén, Soja). Riqueza de especies y abundancia de esporas
de HMA en cada tipo de indculo. Los valores representan la media + la desviacion estdndar (D. E.) de la

variable
Variable Bosque Lloron Alfalfa Soja
Productividad primaria (g) 861177 272+1.74 7.97+2.10 0.89 = 0.85
Riqueza de especies de HMA 33+8 14+1 3110 176
Abundancia de esporas de HMA 272+ 181 822 £262 1435 =514 1613 = 1288
Fuente: Elaboracion propia
O e
10 - —_
I O a
S mu
E L - o
&
2 | -
=
=
S 4
<
o
) ——
— — —_—
0

L= I alE=E =

Figura 2. Productividad primaria medida en gramos de materia seca en bioensayos de plantas trampa en

los distintos usos de suelo (Alfalfa, Bosque, Llorén, Soja).

Nota. Los datos se representan mediante grafico de cajasy barras truncadas; las cajas representan
la productividad primaria (PP) medida como peso seco en gramos Yy las barras truncadas la

desviacion estandar del tratamiento con inéculos.
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Tabla 2. Tabla 2. Resultados del test de Conover. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas
en la PP en presencia de los diferentes tipos de inéculos.

Alfalfa Bosque Lloréon
Bosque 0.704761
1.0000
Llorén 3.805711 3.100950
0.0075* 0.0275
Soja 5.638091 4.933330 1.832379
0.0003* 0.0010* 0.2754

Fuente: Elaboracién propia

10

Correlacion: 0.66

Productividad primaria (g)
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Riqueza de especies de HMA

Figura 3. Diagrama de dispersion y grdfico de correlacion entre la riqueza de especies de HMA presente
en cada inéculo y la PP de plantas trampa en gramos. Referencias: Correlacion, indica el coeficiente de
correlacion de Spearman.

DISCUSION

En los bioensayos se registraron diferencias significativas en cuanto ala PP de las PT hospedantes
de los HMA bajo tratamiento con indculos-suelo de los diferentes usos de la tierra del Distrito del
Caldén en el Espinal. Teniendo en cuenta que las condiciones en las que crecieron todas las plantas
hospedantes fueron las mismas, y las variables experimentales se mantuvieron controladas en
el bioensayo, se asume que los cambios en la PP estan relacionados con los diferentes inéculos-
suelo utilizados. Asi, las diferencias en la PP estarian directamente relacionados con cambios en la
comunidad de microorganismos edaficos, particularmente con cambios en la comunidad de HMA
gue componen cada uno de los inéculos-suelo (Bosque, Alfalfa, Llorén y Soja) aplicados. En este
trabajo, se demuestra que grandes cambios en la composicién general de la comunidad de HMA se
manifestaron principalmente a través de una marcada alteracion en la produccion de biomasa vegetal
(PP), provocada probablemente por un cambio en la estructura de la comunidad de HMA en el suelo de

REVISTA CIENTIFICA DE BIOLOGIA Y CONSERVACION



ISSN: 2810-8019 (en linea) Vol. 1,N?° 4, mayo - agosto 2022

cada uso agrondmico analizado coincidiendo con otros autores (van der Heijden et al., 1998). Ademas,
las diferencias en la PP podrian atribuirse alas diferencias en la intensidad de la perturbacién causada
por cada tipo de uso de la tierra (Bosque, alfalfa, Llorén y Soja), ya que una mayor intensidad de uso
agrondomico disminuye la diversidad de HMA, y cada uno de los usos del suelo estudiados presenta
una intensidad de disturbio propia y por lo tanto, cada tipo de inéculo utilizado posee una diversidad
propia de HMA, afectando diferencialmente a la produccion y acumulacion de biomasa en las plantas
hospedantes. Asimismo, el andlisis de correlacion apoya la presencia de este efecto diferencial de cada
suelo-inéculo sobre la PP ya que hubo una relaciéon positiva entre la riqueza de especies de HMA que
componen cada tipo de inéculo y PP obtenida de cada planta hospedante.

Mas alin, el conjunto de andlisis y de resultados obtenidos en nuestro experimento con plantas
trampa, coincide conlos resultados obtenidos por otros autores endiferentes regiones del mundo (Kohl
et al., 2014; Maherali & Klironomos, 2007). En general, la productividad de las plantas hospedantes es
una funcion del aumento de larigueza de HMA y de las diferentes comunidades de HMA en los suelos
qgue modifican el crecimiento de las plantas (Koéhl et al., 2014), que puede estar afectado directamente
tanto por la densidad como por lacomposicion de especies del indculo de HMA (Neri-Luna & Villarreal-
Ruiz, 2012).

La menor PP fue observada en macetas inoculadas con suelo proveniente de las parcelas con
mayor actividad agricola (parcelas con monocultivo de soja). Esta menor productividad estuvo
directamente correlacionada con la menor diversidad de especies de HMA que contenia este inéculo.
La menor riqueza de especies observadas en el suelo-inéculo Soja seria consecuencia de la actividad
agricola sostenida, ya que existe evidencia de que la diversidad microbiana subterranea en general, y
particularmente la diversidad de HMA se ve afectada por la actividad antropogénica, particularmente
las practicas agricolas reducen el nimero de especies encontradas en el suelo (Wagg et al., 2011 y
referencias alli), habiéndose demostrado que la riqueza de HMA se reduce con la intensificacién de
las practicas agricolas (Wagg et al., 2011 y referencias alli). Particularmente, la riqueza de especies
asi como la abundancia de esporas de HMA puede verse ampliamente afectada por la fertilizacion,
la secuencia de cultivos y los periodos de barbecho (Koéhl et al., 2014). Por lo tanto, existe evidencia
para afirmar que en el Distrito del Caldén, al igual que en otras regiones, la pérdida de la diversidad de
HMA que se produce en los sistemas agricolas (van der Heijden et al., 1998 y referencias en él) podria
afectar negativamente a la productividad del agroecosistema, aumentando ademas la inestabilidad
del sistema completo (van der Heijden et al., 1998). De esta manera, la menor PP de las plantas que
crecieron en presencia de los indculos provenientes de los sitios con mayor intensidad de uso agricola
estaria explicada por una menor diversidad de HMA en los indculos, ya que en diferentes estudios se
observé una relacion directa entre la riqueza de HMA vy la productividad vegetal (Wagg et al., 2011y
referencias en él).

El menor crecimiento y acumulacién de biomasa como PP por parte de las plantas que crecieron
en presencia de los indculos provenientes de parcelas con cultivo de soja, podria deberse a la
composicion de especies de este indculo. Se ha demostrado que la alteraciéon del suelo creada por las
actividades relacionadas con el monocultivo anual pueden actuar seleccionando especies de HMA de
rapido crecimiento, pero que son menos mutualistas y menos eficientes para mejorar la absorcion de
nutrientes de la planta hospedante alli). Ademas, en relacion al indculo, la alteracion fisica producida
por la actividad mecdnica de la siembre directa puede destruir las redes de hifas y puede resultar
en una colonizacion reducida del suelo y de las raices provocando una reduccion del potencial del
indculo (van der Heyde et al., 2017 y referencias alli) obtenido de suelos con intensa actividad agricola.
Como consecuencia, la actividad agricola intensa puede seleccionar taxones de HMA resistentes a la
perturbacion y que adquieren menores cantidades de nutrientes (Kohl et al., 2014).

Lamayor productividad asociadaalas plantasque crecieronencontactoconinéculos provenientes
de los sitios menos perturbados (Bosque y alfalfa) y que contenian una mayor riqueza de especies,
podria ser sustentada por la complementariedad que puede ocurrir entre las diferentes especies
de HMA (Wagg et al., 2011). La complementariedad entre especies de HMA ha sido demostrada
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previamente en algunos trabajos (Wagg et al., 2011) y esta sugiere que si una planta es colonizada por
varias especies de HMA que son complementarias en sus funciones (ej. absorcion de nutrientes de
diferentes depdsitos del suelo), pueden resultar mas beneficiosas para la planta, que si es colonizada
solo por una especie (Wagg et al., 2011 y referencias en él). Sin embargo, también es necesario tener
en cuenta que una mayor productividad podria ser explicada por la presencia de una o de algunas
especies en particular y no solo por el efecto aditivo positivo de un gran nimero de especies, ya que
existe mayor probabilidad de que las comunidades ricas en especies contengan al azar una especie de
HMA especialmente productiva (Huston, 1997) y beneficiosa para determinadas especies vegetales.

El aumento de la PP también podria ser explicado por la segregacion y facilitacion de nichos, ya
qgue diferentes grupos filogenéticos de HMA poseen diferentes estrategias de vida y tienen diferentes
efectos sobre el hospedante (Maherali & Klironomos, 2007). Por lo tanto, un inéculo nativo con mayor
diversidad, es probable que contenga un mayor nimero de especies o familias de HMA, distantes
filogenéticamente, que podrian ocupar distintas regiones de la raiz o de la rizésfera y contribuir de
manera complementaria al crecimiento de la planta. Existen determinadas especies de HMA con una
tendencia a producir una importante cantidad de micelio externo (ME) cerca de la raiz, mientras que
otras producen menos cantidad de micelio pero son capaces de explorar zonas distantes (Smith et
al., 2000), demostrandose que diferentes especies podrian ocupar diferentes nichos en la rizosfera.
El ME es potencialmente importante en la asociacion simbiética y en el crecimiento de las plantas,
ya que la mayor productividad puede estar asociada a este tipo de micelio, debido a que incrementa
el area de absorcion de la raiz de la planta hasta en 100 veces (Carredn-Abud et al., 2008). Asi las
plantas micorrizadas tienen mayor contenido de macro y micronutrientes (Carredn-Abud et al,,
2008), debido principalmente a que él ME contribuye a una mejor movilidad de iones inorganicos
en la micorrizésfera (la rizésfera de la raiz colonizada por hongos micorricicos (Garbaye, 1991)) por
cambios en el pH, producto de la expulsion de protones y de la produccion de acidos organicos de bajo
peso molecular (Miller & Kling, 2000). Particularmente, el aumento de la diversidad de HMA resultaria
en una explotacién mas eficiente del fésforo del suelo y en un mejor uso de los recursos disponibles
en el sistema (van der Heijden et al., 1998). Incluso se ha demostrado en muchas especies de HMA la
habilidad del ME para absorber y transferir no solamente HPO42- 6 H2PO44- sino también Zn,*, Cu,’,
NO, y NH," hacia las plantas hospedantes (Smith et al., 2001).

Debidoal efectopositivodelosHMA, engeneral, las plantas micorrizadas presentanunincremento
en las tasas fotosintéticas, mayor tolerancia a la sequia y a la salinidad (Carredon-Abud et al., 2008 y
referencias enél), lo que podriaexplicar el aumento de la PP en nuestros experimentos. También es bien
conocido que los HMA contribuyen al incremento de |a tolerancia de la raiz a patégenos (Smith & Read,
2008) y ademas contribuyen ala captacion de metales pesados en suelos contaminados (Carredén-Abud
etal.,2008). De esta manera las plantas micorrizadas y en un buen estado nutricional pueden soportar
e inclusodisminuir el dafio ocasionado por la presencia de patégenos en sus raices, impidiéndole que se
propague por el resto de los érganos vegetales (Carredn-Abud et al., 2008), generando asi condiciones
6ptimas para el crecimiento y produccién de biomasa por parte de sus hospedantes.

Por otro lado, algunos experimentos con plantas y microorganismos edaficos han demostrado
que las propiedades y caracteristicas de los ecosistemas se pueden explicar con éxito utilizando rasgos
funcionales y diversidad funcional (van der Heijden & Scheublin, 2007 y referencias en él). Por lo tanto,
seria interesante realizar un andlisis alternativo que implique considerar la identidad de los HMA en
lugar de solo ladiversidad como explicacion paralos cambios en la productividad vegetal. Relacionando
con estos analisis y resultados, y teniendo en cuenta que una mayor diversidad en el indculo podria
implicar una distribucion diferente de grupos funcionales podriamos suponer que no solo existe un
cambio en la diversidad de HMA presente en cada uso de suelo de donde provienen los inéculos, sino
gue también existen diferencias en cuanto a los grupos funcionales de los HMA en cada uso. Por lo
tanto, podriamos afirmar que el cambio en el porcentaje de especies que componen diferentes grupos
funcionales de HMA podria afectar directamente a la productividad de las plantas, coincidiendo con
resultados obtenidos por otros autores (van der Heijden & Scheublin, 2007). Los rasgos funcionales de
los HMA pueden diferir considerablemente entre las especies que pertenecen a diferentes familias.
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Existen familias de HMA que pueden estar relacionadas a la defensa contra patégenos (Glomeraceae)
y otras que pueden relacionarse con una mayor eficiencia de captacion de P (Gigasporaceae) (Maherali
& Klironomos, 2007), por lo tanto una especie hospedante que tenga la posibilidad de crecer en
presencia de ambas familias podria tener mayor productividad debido a la complementacién de los
efectos beneficiosos. Asi, mas alla de los cambios en cuanto a diversidad de HMA que puede haber en
cada uno de los inéculos, es importante tener en cuenta que no solo se cambia la diversidad per se, sino
también se cambia la diversidad funcional, lo que probablemente tenga importantes efectos sobre el
ecosistema suelo, sobre las plantas que habitan estos agroecosistemas y sobre la productividad de las
mismas.

CONCLUSIONES

En este estudio se muestra diferencia significativa en la productividad primaria producida por
hospedantes que crecieron en presencia de distintos indculos de suelo provenientes de usos de la
tierra diferentes que contenian esporas de HMA. De esta manera la evidencia sugiere que existe una
relacién entre la productividad primaria y la diversidad de HMA que existe en suelos bajo diferentes
usos. El aumento de la intensidad agricola tuvo efectos negativos sobre la productividad de las plantas
que crecieron en las macetas con inéculos provenientes de las parcelas con mayor perturbacion
(monocultivo de Soja), seguido por pasturas de pasto Llordn, cultivo de Alfalfay Bosques.

En general, los resultados observados en este trabajo muestran el efecto negativo que pueden
tener las practicas agricolas sobre las comunidades de HMA, y como estos efectos podrian afectar el
rendimiento y la productividad primaria neta en el drea de estudio. Teniendo en cuenta la importancia
delaproductividad en gran parte de los ecosistemas terrestres aridos y semi-aridos, y de laimportancia
de estafuncidnecosistémicaensector norte del Distrito del Caldén, dela Ecorregién Espinal,y el efecto
positivo de los HMA sobre la productividad, es importante considerarlos al momento de elaborar
planes de manejoy produccién, sobre todo en ecosistemas aridos y semi-aridos sobreexplotados como
el Caldenal.
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RESUMEN

El propdsito de este articulo fue evaluar el crecimiento de cuyes destetados a partir de tres
sistemas de alimentacion: i) integral, ii) mixto comercial y iii) mixto de granjas. Para ello, se empleé un
estudio experimental, en el participaron 180 cuyes machos destetados (14 dias + 5dias), pertenecientes
a dos granjas comerciales de Peru: la Granja de Cieneguilla de la Universidad Nacional de la Molina 'y
la Granja Allin de Manchay. Se efectud un diseno completo al azar de 3x2 para establecer el orden en
que se implementaron los sistemas de alimentacién, determinando la elaboraciéon de seis tratamientos,
con una frecuencia de tres repeticiones, en grupos de 10 integrantes. Los tratamientos siguieron tres
combinacionesquevariaronde acuerdo algenomaevaluado: (C1-alimento balanceadodegranja+chala
forrajera y agua) ; (C2:alimento balanceado comercial mixto+chala forrajera+agua) y (C3: alimento
comercial integral+ agua).Los resultados fueron analizados a través de la prueba de Durcan, en donde
se evidencia variaciones significativas entre los sistemas de evaluacion en funcion al incremento de
peso, conversion caldrica, rendimiento porcentual de carcasa y el rubro econémico, siendo el sistema
integral y mixto, los que obtuvieron mejores resultados en todos los indicadores mencionados, por
lo que se concluye que existen diferencias productivas entre la alimentacion balanceada de granjay
complementaria, donde este ultimo refleja una alta rentabilidad y retribucién econémica en el rubro
comercial agropecuario del pais.

Palabras clave
sistemas de alimentacién, cavia
porcellus, genotipos, produccion
comercial, sector agropecuario
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ABSTRACT

The purpose of this article was to evaluate the growth of guinea pigs weaned from three feeding systems: i)
integral, i) mixed commercial andiii) mixed farm. For this, an experimental study was used, inwhich 180 weaned
male guinea pigs (14 days + 5days) participated, belonging to two commercial farms in Peru: the Cieneguilla
Farm of the National University of La Molina and the Allin Farm of Manchay. A complete random design of
3x2 was carried out to establish the order in which the feeding systems were implemented, determining the
elaboration of six treatments, with a frequency of three repetitions, in groups of 10 members. The treatments
followed three combinations that varied according to the evaluated genome: (C1-farm balanced feed + forage
shawl! and water) ; (C2: mixed commercial balanced feed+forage shawl+water) and (C3: whole commercial
feed+ water).The results were analyzed through the Durcan test, where there are significant variations
between the evaluation systems based on weight gain, caloric conversion, percentage carcass yield and the
economic item, being the integral and mixed system, the ones that obtained better results in all the mentioned
indicators, so it is concluded that there are productive differences between balanced farm and complementary
feeding, where the latter reflects a high profitability and economic remuneration in the agricultural trade area
of the country.

Keywors
feeding  systems, cavia porcellus,
genotypes , commercial production,
agricultural sector

INTRODUCCION

La subsistencia del ser humano en la sociedad se basa en lareproduccion y explotacién econémica
de recursos naturales, un proceso que ha impactado de diferentes formas en su calidad de vida
(Castillo et al., 2017). Desde épocas prehistéricas, se evidencia que los sujetos obtenian su propio
alimento a través de actividades tradicionales como la caza y pesca, las cuales con el tiempo se fueron
complementando con otros rubros econémicos, destacando el desarrollo de la agricultura, la pesca, la
ganaderia y el comercio. En Sudamérica, los primeros animales domesticados fueron la llamay el cuy,
este Ultimo criado desde la época precolombina por la poblacién andina debido al alto valor proteico de
su carne, una demanda que termino desembocando una comercializacion masiva a nivel global (Flores
etal.,2018).

Actualmente, el cuy es calificado cientificamente como una especie herbivora monogastrica,
un mamifero que cuenta con una poblacidon aproximada de 35 millones de cuyes distribuidos en 4
paises: Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia; siendo estos dos ultimos donde esta especie predomina
con mayor uniformidad (Salinas et al.,2020). Esto significé la sostenibilidad de un recurso econémico,
especialmente paralos pobladores rurales, quienes lo aprovechan como fuente importante de ingresos
gracias alaventade su carney excedentes productivos (Ortiz et al.,2021). Peru es considerado el mayor
reproductor de cuy, durante el 2019, alcanzé valores que bordearon los 11.600t, representando el
16, 6 % de las exportaciones, seglin el Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI), lo que permitio
catalogarse en los primeros exportadores mundiales de ese afo (Jahuira et al.,2021).

Anivel socio-productivo, existe una mayor preocupacién por latecnificacién de lacrianza de cuyes,

loguehageneradoeldesarrollodediferentes modelosy estrategias paraobtener un mejor rendimiento
en cuanto al peso y crecimiento de estos animales (Ricce,2021).Diversos estudios coinciden en sefialar
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quelaalimentacidonquepercibeestapoblaciénesfundamental parasucomercializacién,yaqueundéficit
proteico se traduce en una produccion de crias con menor peso, escaso crecimiento, baja fertilidad y
menor conversion alimenticia, lo que significariauna gran pérdida econémica (Bernal & Vazquez, 2020).
La alimentacion de los cuyes suele variar desde el uso de forraje verde, alimentos balanceados o la
combinacion mixta o integral de ambos elementos. Por lo general, el sistema alimentario mas utilizado
por los productores se basa en una alimentacién exclusiva de forraje, la cual puede llegar a representar
el 70 % de costos econdmicos debido al incremento de precio de alimentos verdes, asi como la escasez
de espacios para su produccién. Esta técnica de forraje consta en la concentracion de la vitamina C, lo
cual brinda un mejor calidad de 4cidos grasos y proteinas, sin embargo, no lo suficiente para permitir
el crecimiento poblacional comercial de esta especie (Tafur, 2021 & Huaman,2021).En ese sentido, los
expertos recomiendan conocer con mayor profundidad la alimentacién que se deben suministrar a los
cuyes, enfatizando enunadieta equilibrada en cuanto alacantidad de dosis y proteinas, e incorporando
una base alimenticia en funcién a otros suplementos concentrados(Red de Multiservicios Regionales,
2021). Por ello, es necesario buscar implementar nuevos sistemas alimenticios que permitan obtener
una mayor optimizacion productiva que posibiliten la rentabilidad de este negocio (Bernal & Vazquez,
2020). Bajo este panorama, el objetivo de |la presente investigacion fue evaluar el crecimiento de cuyes
comerciales a partir tres sistemas alimenticios: i) integral, ii) mixto comercial y iii) mixto integral.

MARCO TEORICO

LA ALIMENTACION Y EL CRECIMIENTO DE LOS CUYES EN EL RUBRO COMERCIAL

El cuy es un mamifero roedor perteneciente a la familia Caviidae, calificado como una especie
herbivora por excelencia, originario de la zona sudamericana andina (FAO,2022). Su anotomia se
caracteriza por poseer un cuerpo alargado y un sistema esquelético notable, llegando alcanzar los 20
a 25 cm de longitud corporal y un peso en los 700 a 1200 g, asi como una carcasa entre 67% y 74%,
caracteristicas biométricas que llegan a su estado de maduracion a las 12 semanas de edad (Rubio
et al.,2018).Los estudios realizados a esta especie, evidencian que su carne cuenta con un alto valor
proteico, el cual estd compuesto por proteinas, grasas carbohidratos y minerales (Taipe et al.,2021),
nutrientes que son indispensables en la dieta alimenticia del ser humano. Bajo este panorama, es que
distintas disciplinas se han concentrado en mejorar la produccién de esta especie.

Cantoy Saucedo (2018) mencionan que el bienestar de esta poblacion depende en gran medida de
una optimacion digestion, y, por ende, de una dieta balanceada, pues cualquier factor que altere laflora
estomacal incide en la aparicion de efectos negativos como el surgimiento de bacterias dominantes
y subdominantes en el colén lo que termina afectando directamente en el crecimiento y el peso. En
ese contexto, es importante senalar que el sistema digestivo del cuy funciona a partir de dos tipos
de digestion: una enzimatica que se desarrolla a nivel estomacal, y otra microbial a nivel del ciego. La
mayor o menor actividad de este sistema va estar relacionada con el tipo de alimentacion que reciban
esta poblacion durante su crianza (Valverde et al., 2021).

La crianza de cuyes implica la planificacidon de una gestién técnico-productiva adecuada a su
potencial genético, en el que se debe considerar el manejo de factores biolégicos y ambientales,
entiendo estos términos como el conjunto de elementos que condicionan un ambiente favorable para
la reproduccién de cuyes mejorados, en el cual, la genética, la alimentacién y el clima juegan un rol
indispensable. Por lo general, la alimentacién del cuy debe estar basada en un forraje o alimentos
gue contengan vitaminas caracteristicas de las plantas verdes, ademas de ser necesario el consumo
de materia seca, el cual estd compuesto en base a granos o alimentos balanceados mixtos (Ramirez y
Céardenas,2022).

En ese sentido, cabe mencionar que se han desarrollo diferentes sistemas de alimentacioén,
considerando que actualmente los criadores estan afrontando grandes dificultades por la reduccién
de produccion forrajera (Bernaola et al., 2021), a modo de que se estan implementando dietas a base
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de una alimentacion mixta e integral. Estos sistemas son definidos como la combinacion de (forraje+
alimento balanceado); en donde el primer elemento cumple la funcién de brindar volumen, vitaminas
y sales; mientras el segundo aporta proteinas y energia (Reynaga et al.,2020). Generalmente, la fuente
del suplemento concentrado suele utilizarse en menor medida que el alimento vegetal, aunque dicha
situaciéon puede variar por la escasez de pastos. En el pais, este suplemento se formula a partir de maiz,
afrecho de trigo, soya, entre otros (SAC,2022). Los estudios como la de los investigadores (Salinas et
al., 2020) afirman que la produccion en base a una alimentacion exclusivamente forrajera contempla
unademorade 15 dias mas, en comparacion a una dieta mixta. Cabe mencionar que este déficit no solo
afecta en el crecimiento, sino que también influye en el contenido de la carcasa, un componente de
gran valor nutritivo para el consumo humano.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarrollé en las instalaciones del Programa de Investigacion de Carnes de
la Universidad Nacional Agraria La Molina entre los meses de noviembre del 2011y enero del 2012. El
proposito fue evaluar el crecimiento de cuyes destetados a través de tres sistemas de alimentacion: i)
integral, ii) mixto comercial y iii) mixto de granjas. Para ello, se empled una metodologia experimental
descriptiva, un enfoque que permitié observar los cambios biométricos que presentaron los cuyes por
la implementacion de los nuevos sistemas de alimentacién. En ese sentido, se contemplé un periodo
experimental de 56 dias, en donde participaron 180 cuyes destetados machos (14 dias + 5dias)
pertenecientes a dos germoplasmas comerciales, poblacién que estuvo distribuida en dos grupos
iguales de 90 integrantes correspondientes a dos locales comerciales: la granja de Cieneguilla de la
Universidad Nacional Agraria La Molina y la granja Allin-Peru, ubicada en Manchay. Esta evaluacién
contemplo 5 variables de repuesta: ganancia de peso, rendimiento de carcasa, conversion alimentaria,
retribucién econémica y merito econémico. Cabe mencionar, que si bien, el plan de evaluacién fue
planificada en 10 semanas, los datos fueron analizados después de 8 semanas de implementar este
programa, tiempo en el que la poblacion alcanzé el peso comercial convencional establecido en el
rubro agropecuario.

La investigacion se dividio en fases: i) la fase pre experimental en la que se acondicionaron las
pozas de crianza de cuyes, proceso en el que se realizé una limpieza y desinfeccién exhaustiva de los
corrales conunfosfato de baja toxicidad,ademdas de colocar lacoronta molida, material que es conocido
por ser utilizado para armar las camas de los animales de granja. Este periodo tuvo una duracién de 7
dias, tiempo en el que los animales se aclimataron a las nuevas condiciones ambientales y nutricionales
del lugar. Para la segunda fase experimental se inicié con el nuevo protocolo de alimentacién, el cual
fue determinado a través de un disefio completamente al azar (DCA) con un andlisis factorial 3x2, en
donde se establecid aplicar 6 tratamientos, con un nivel de frecuencia de 3 repeticiones, cada aplicacién
estuvo constituida por una poza de 10 cuyes.

Tabla. 1
Tratamiento alimenticio segln el genotipo de estudio

Genotipo de estudio Tratamiento

T-T) Genotipo de Ciensguilla de UNALM Alimento balanceado de Cieneguilla mas Chala forrajera
¥ agua

T-II) Genotipo Cieneguilla de UNALM Alimento balanceado comercial mixto de crecimiento
mas chala forrajera v agua

T-IIT) Genotipo Cieneguilla de UNALM Alimento balanceado comercial integral de crecimiento
mas agua

T-IV) Genotipo Allin-Peni Alimento balanceado comercial mixto de crecimiento
mas chala forraje v agua

T-VI) Genotipo Allin-Perd Alimento balanceado comercial integral de crecimiento
mas agua

Fuente: Elaboracion propia
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Retomando los datos de la tabla 1, se observa que los sistemas de alimentacién se basaron en
nutrientes propios de las granjas de la UNALM y ALLIN, ademas de nutrientes balanceados mixtos y
comerciales, los cuales fueron complementados con una chala de forraje y agua. Estos alimentos se
ofrecieron en tolvas con una capacidad de 2.0 kg. Un procedimiento que se realizé diariamente por
las mafanas, basandose en el 20% del peso vivo promedio del animal, cantidad base para cubrir los
requerimientos alimenticios que necesita la poblacién de estudio. No obstante, cabe mencionar que
este vario de acuerdo al sistema de alimentacién.

e Alimentacion Mixta: Esta técnica es conocida como sistema mixto, el cual consiste en la
incorporacién de suplementos concentrados en nutrientes. Suele ser la técnica mas usada en
periodos de escasez de forraje.

e Alimentacién Integral: Esta alimentacion se caracteriza por cubrir con todos los requerimientos
nutricionales que necesitan los animales, sin la necesidad de incorporar un forraje, caracteristica
que permite su factibilidad en el uso comercial.

Respecto al forraje utilizado, se empled un forraje verde en base de maiz de chala, de variedad
Marginal 28, sembrada en su estado de inicio de floracion en los espacios del Programa de Hortalizas
de la UNALM. La dieta consistio en el suministro de hojas y tallos del tercio superior de la planta y
la inflorescencia. En la tabla 2, se visualiza la composiciéon que tuvo cada uno de los tratamientos
alimenticios en funcién a la calidad de humedad, proteinas, grasa, ceniza y fibra cruda, y registrando la
cantidad de vitaminas suficientes para su correcto crecimiento biométrico de los genotipos evaluados.
Un analisis quimico que se realizé en el Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos (LENA).

Tabla. 2
Andlisis proximal de los alimentos y chala forrajera (base fresca)

Analisis (%) Alimentacion Alimentacion Alimentacion ~ Alimentacion Chala

Mixta UNALM Allin Peru Cieneguilla Integral forrajera
UNALM UNALM

Humedad 9.99 9.87 9.42 11.40 86.00

Proteina total 19.95 17.48 20.29 20.95 1.35

(Nx6.25)

Grasa 3.20 2.98 3.79 2.70 0.15

Fibra cruda 9.13 9.61 6.85 4.50 3.46

Ceniza 6.86 6.85 6.51 5.47 0.86

ELN 50.87 53.21 53.14 54.98 8.18

Fuente: Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos (LENA-UNALM)

La informacion restante fue analizada mediante la técnica estadistica ANVA, en donde se analizd
la diferenciacion que existio por cada tratamiento aplicado, evaluacién que estuvo complementada por
un estudio comparativo través de la Prueba de Duncan (0.005 de error); ademas de verificar el mérito
econdémico calculando ladiferenciade losingresos por kilogramo de peso vivo y peso de carcasa, menos
los egresos que significo el costo total de alimentacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enlatabla 3, se plasma el efecto que tuvo los sistemas de alimentacién en la poblacion de estudio,
en donde se evidencia que la alimentacién con base en el sistema integral presenté mayor incidencia
positiva en torno a la ganancia de peso, obteniendo un peso final de (1117.83) y una ganancia total
de (759.15), seguido de la alimentacion mixta comercial que produjo resultados idénticos, alcanzando
un peso final de (1042.12) y una ganancia total de (684.65). Propuesta que concuerda con (Huamani
et al,2016), quienes efectiian un estudio sobre la influencia de los sistemas de alimentacion en la
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produccién de cuyes, en donde manifiestan que la alimentacién integral y mixto comercial muestran
una relacion significativa con el rendimiento productivo, desarrollando una ganancia de peso de
(2166,5) y (2478.3) respectivamente.

Tabla. 3

Efecto de los sistemas de alimentacion sobre el peso y ganancia de peso
Parametros Sistema de Alimentacion

Mixto Integral
Granjas Comercial

Peso vivo inicial(g) 350.50 357.50 358.67
Peso vivo final(g) 957.05 1042.12 1117.83
Ganancia total de peso 596.62 684.65 759.15
Ganancia diaria de peso(g/d) (1) 10.65 12.22 13.55
Ganancia diaria de peso 11.43 13.55

En esa linea, respecto a la conversién alimentaria, en la tabla 4 se representa una alta diferencia
significativa(P<0.01) entre los sistemas de evaluacion, en donde el sistema integral generd una mejor
conversion alimentaria con (3,88 kg) en funcién al incremento de peso vivo; seguido del sistema
mixto comercial de la UNALAM, el cual obtuvo una conversién de (4,28 kg). Hallazgos que dialogan
con (Reynaga et al.,2020) que analizaron los mismos sistemas de alimentacion en las razas de cuyes
del pais, demostrando que la alimentacién integral presenta mayor eficiencia en la conversion
alimentaria(p<0.05) reportando un valor de (2.81), en comparacion del (3,26) que desarrollo el sistema
mixto; ademas de evidenciar mejores resultados en la raza peruana andina.

Tabla. 4
Efectos de los sistemas de alimentacién sobre la conversidn alimentaria

Parametros Sistema de Alimentacion

Mixto Integral

Granjas Comercial

Peso vivo inicial(g) 350.50 357.50 358.67
Peso vivo final(g) 957.05 1042.12 1117.83
Ganancia total de peso 596.62 684.65 759.15
Ganancia diaria de peso(g/d) (1) 10.65 12.22 13.55
Ganancia diaria de peso 11.43 13.55

Otro indicador a considerar es el rendimiento de carcasa, entiendo este término como el peso
gue se logré de la muerte del animal beneficiado. En este caso, en la tabla 5, no se muestran diferencias
significativas entre el peso al beneficio y el rendimiento de carcasas de la poblacién de cuyes, salvo
en el peso de carcasa, en el que el sistema mixto e integral obtuvieron valores de (69,57) y (69,65)
presentando una diferencia minina de (0.08). En esa linea, (Huaman et al., 2021) sefala que la
alimentacion mixta basada en alfalfa + un complemento balanceado genera un mejor peso (547,27)
y rendimiento de carcasa (62,20), a diferencias de otros tratamientos compuestos exclusivamente de
forraje.
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Parametros Sistemas de alimentacion
Mixto Granjas Mixto-UNALM Integral- UNALM
Peso vivo(g) 971. 84 1,086.84 1,157.34
Peso de carcasa(g) 671.64 761.11 806.08
Rendimiento de carcasa (%) (1) 69.11 70.03 69.65
Rendimiento de carcasa (%) (2) 69.57 69.65

Fuente: Elaboracion provia

En el comercio, estos indicadores se reflejan en dos rubros: la retribucién y el mérito econémico,
los cuales fueron analizados después de culminar con la evaluaciéon experimental. Como se observa
en la tabla, la retribucion fue calculada en la funcién de Kg, en donde se evidencia que el sistema
integral obtuvo mayores resultados acordes al peso vivo (17,55) y peso de carcasa (26,81); variaciéon
gue se repite en torno al mérito econémico, en dénde se muestra una diferencia porcentual de
entre los sistemas de estudio. Al respecto, (Sarria et al., 2019) sefialan que los costos de los sistemas
integral desarrollan diferencias en funcién al sexo, presentando un menor crecimiento para los cuyes
hembras reproductoras, generando un mayor costo econémico en laimplementacién de esta dieta, en
comparacion de la alimentacion mixta que significé un gasto de (5.00 y 4.65)

Tabla. 6
Retribucion y mérito econdmico por sistemas de alimentacion

Rubros Sistemas

Retribucion econdomica Granjas Mixto Integral
Por Kg. de peso vivo 16,20 17,55 17.89
Por Kg. de peso carcasa 24,88 26,81 28,02
Meérito econdmico (%)

Por Kg. de peso vivo 100 108,32 110,42
Por Kg. de carcasa 100 107,76 112,63

Fuente: Elaboracion propia

CONCUIONES

La literatura cientifica evidencia que el crecimiento biométrico de los cuyes depende en gran
medida de la alimentacién que percibe esta poblacion, la cual debe estar mediada por una dieta rica
en vitaminas, proteinas y grasas, por lo que es importante considerar implementar un sistema de
alimentacion que genere un consumo equilibrado entre forrajes y otros suplementos alimenticios, para
asi evitar el desarrollo de carencias que interferian en su salud y, por ende, en su comercializaciéon. En
este estudio, se realiza la evaluacion de tres sistemas de alimentacion: i) sistema de granja, ii) sistema
mixto comercial y iii) sistema integral, en funcién de una muestra de 180 cuyes machos destetados y
el establecimiento de seis tratamientos alimenticios, durante un tiempo experimental de 56 dias, en
donde se evidencia una mayor incidencia del sistema comercial e integral (P<0.01), siendo este tltimo
el que obtuvo mejores resultados en cuanto a la ganancia de peso y conversion alimentaria, salvo en el
rendimiento de carcasa, en el que se denota que hubo un progreso igualitario para todos los sistemas
y genotipos evaluados. Hallazgos que se tradujeron en un mayor rendimiento econémico-productivo,
variable que fue medida através de dos rubros: i) laretribuciény ii) el mérito econémico. En ese sentido,
se recomienda fomentar este tipo de alimentacion en las industrias comerciales agropecuarias, con el
finde generar mejores beneficios productivos, sin elevar costos econdmicos a niveles que no garanticen
la sostenibilidad de este rubro, el cual se caracteriza por sostener las principales economias del sector
rural del pais.
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