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RESUMEN

Las bacterias diazotroficas pueden estimular el crecimiento del
cultivo del tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) mediante la
sintesis de hormonas, fijacién de N y produccién de sideréfo-
ros, u otros procesos. Las bacterias diazotréficas predominantes
en los agroecosistemas pueden ser biofertilizantes potenciales. El
objetivo del estudio fue cuantificar y caracterizar la poblacién de
bacterias diazotréficas rizosféricas en muestras de suelo rizosféri-
co (SR) y bacterias diazotréficas endéfitas en muestras de raices
(R) y material foliar (MF), mediante pruebas fenotipicas y mole-
culares. El estudio fue exploratorio y con un muestreo aleatorio,
con 18 muestras SR, raices (R) y MF de cultivos de tomate en
seis fincas. Las diferencias en el niimero mds probable (NMP) de
bacterias diazotréficas no fueron significativas entre los sitios de
las muestras de MF y R. La media de NFb mostré diferencias
altamente significativas en Azorobacter sp. y Azospirillum sp. entre
las muestras de SR, Ry ME con un NMP mayor y menor en SR
y ME Esto se relaciona con la caracterizacién fenotipica y bio-
quimica de SR donde se identificaron 14 aislados como Azoto-
bacter sp. y siete como Azospirillum sp. Los géneros Burkholderia
y Gluconacetobacter no mostraron diferencias significativas en el
ntmero de aislados entre muestras de SR y R, pero si respecto
a ME con la poblacién celular menor. Las diferencias entre las
fincas no fueron significativas en las variables del suelo relacio-
nadas con la disimilitud de NMP. La caracterizacién molecular
permiti6 identificar A. chroococcum, A. nigricans, A. vinelandii, A.
brasilense, B. glumaey G. azotocaptans/G. johannae en muestras
de SR; B. glumae, G. azotocaptans| G. johannae en muestras de R

y G. azotocaptans! G. johannae en muestras de MF.

* Autor para correspondencia + Author for correspondence.
Recibido: enero, 2018. Aprobado: noviembre, 2018.
Publicado como ARTICULO en Agrociencia 54: 843-857. 2020.
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ABSTRACT

Diazotrophic bacteria can stimulate the growth of the tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.) crop by hormone synthesis, with
N fixation and the production of siderophores, or other processes.
The predominant diazotrophic bacteria in agroecosystems may be
potential biofertilizers. The aim of this study was to quantify and
characterize the population of rhizospheric diatrophic bacteria in
samples of rhizospheric soil (RS) and endophytic diazotrophic
bacteria in root (R) and foliar material (FM) samples, with
phenotypical and molecular tests. The study was exploratory and
with random sampling, with 18 RS, roots (R) and FM samples
of tomato plantations in six farms. The differences in the most
probable number (MPN) of diazotrophic bacteria were not
significant between the FM and R sampling sites. The mean of
the Mfb displayed highly significant differences in Azotobacter sp.
and Azospirillum sp. between the RS, R and FM samples, with
a higher and lower MPN in RS and FM. This relates with the
phenotypical and biochemical characterization of RS, in which
14 isolations were identified as Azotobacter sp., and seven as
Azospirillum sp. The genera Burkholderia and Gluconacetobacter
showed no significant differences in the number of isolations
between RS and R samples, but they did with FM, with the
lower cell population. The differences between the farms were
not significant in the soil parameters, related to the dissimilarity
of the MPN. Molecular characterization helped identify A.
chroococcum, A. nigricans, A. vinelandii, A. brasilense, B. glumae
and G. azotocaptans! G. johannae in samples of RS; B. glumae, G.
azotocaptans! G. johannae in samples of R and G. azorocaptans! G.

johannae in FM samples.

Key words: Diazotrophic, endophytic, rhizospheric, Lycopersicon

esculentum, North Santander.
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esculentum Norte de Santander.

INTRODUCCION

| tomate (Lycopersicon esculentum Mill) es la
Esegunda hortaliza mds importante en el mun-

do después de la papa (Solanum tuberosum
L.) (Pérez et al., 2015). Segtn el Departamento Ad-
ministrativo Nacional de Estadistica, en Colombia,
el drea sembrada con cultivos transitorios y perma-
nentes aumentd 5.7 y 0.2% durante 2015 respecto a
2014 (DANE, 2016). De las 2 332 577 ha, 65.6%
correspondid a cultivos permanentes y 34.4% a cul-
tivos transitorios. La produccién agricola incremen-
t6 0.3%, equivalente a 34 231 t mds que en 2014.
Del total de la produccién agricola de 2015, 49.3%
correspondié a cultivos transitorios y 50.7% a per-
manentes; la disminucién mayor en 4rea sembrada
correspondid a tomate, con 1875 ha menos que en
2014 (DANE, 2016). El municipio de Chindcota
concentra la produccién mayor de hortalizas de la
zona sur-oriente del departamento Norte de Santan-
der.

El tomate es una planta que demanda gran can-
tidad de N, P, K, Ca, Mg, Cu, B y Zn. La relacién
de fertilizacién N:K es 1:1 desde el trasplante hasta
la floracién y al inicio del llenado y la maduracién de
los frutos la demanda de K incrementaa 1:2 0 1:3. La
fertilizacién se recomienda desde el trasplante hasta la
formacién del Gltimo racimo a cosechar, consistente
de 200 g de N, P y K por planta (DANE, 2014). La
mayoria de los cultivos agricolas en el departamento
Norte de Santander dependen de fertilizantes quimi-
cos sintéticos; sin embargo, su uso prolongado causa
aumentos en los costos de produccién, contamina-
cién ambiental, danos ecolégicos, e impacto negativo
en la salud animal y humana (Flores ez 4/, 2012).
La tendencia mundial demanda tecnologias que con-
tribuyan con la recuperacién y mantenimiento del
suelo mediante estrategias de economias viables que
mejoren su calidad y productividad. Las bacterias
diazotroficas en la rizésfera estimulan el crecimiento
de las plantas mediante mecanismos como sintesis de
reguladores del crecimiento vegetal, fijacién del N,
solubilizacién de nutrientes, produccién de sideréfo-
ros y control de fitopatégenos del suelo. Azotobacter
sp., Azospirillum sp., Burkholderia sp. y Gluconace-

tobacter sp. promueven el crecimiento en cultivos
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INTRODUCTION

he tomato (Lycopersicon esculentum Mill) is
I the world’s second most important vegetable
after the potato (Solanum tuberosum L.)
(Pérez et al., 2015). According to the National
Statistics Administration Department, in Colombia,
the area planted with provisional and permanent
crops increased 5.7 and 0.2% during 2015 in
comparison with 2014 (DANE, 2016). Out of the
2,332,577 ha., 65.6% were used for permanent
crops and 34.4% for provisional crops. Agricultural
production increased 0.3%, equal to 34 231 t more
than in 2014. Out of the total of the agricultural
production of 2015, 49.3% was provisional crops,
and 50.7%, permanent; the greater distribution in
planted areas was of tomatoes, with 1875 ha less
than in 2014 (DANE, 2016). The municipal area
of Chindcota concentrates the highest production of
vegetables in the southeastern area of the department
of Norte de Santander.
The tomato plant demands a great amount of N,
P, K, Ca, Mg, Cu, B and Zn. The N:K fertilization
ratio is 1:1 from grafting until flowering and at the
beginning of the filling and maturation of the fruits,
the demand for K increases to 1:2 or 1:3. Fertilization
is recommended between transplanting and the
formation of the last bunch to be harvested, and to
consist of 200 g of N, P and K per plant (DANE,
2014). Most agricultural crops in the department of
Norte de Santander depend on synthetic chemical
fertilizers; however, its prolongued use causes increases
in production costs, environmental contamination,
ecological damage and a negative impact on human
and animal health (Flores er al, 2012). World
tendencies demand technologies that contribute
with the recovery and the maintenance of soils with
viable economy strategies that improve their quality
and productivity. The diazotrophic bacteria in the
rhizosphere stimulate plant growth with mechanisms
such as the synthesis of plant growth regulators,
N fixation, nutrient solubilization, siderophore
production and the control of soil phytopathogens.
Azotobacter sp., Azospirillum sp., Burkholderia sp. and
Gluconacetobacter sp. promote growth in agricultural
crops, due to their abaility to adapt, colonize and
persist in the plant rhizosphere (Moreno and Galvis,
2013). Endophytic bacteria are organisms that reside
in plant tissues, in intracellular spaces and inside
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agricolas, por su capacidad de adaptarse, colonizar y
persistir en la rizésfera de la planta (Moreno y Galvis,
2013). Las bacterias endéfitas son organismos que
residen en los tejidos de las plantas, en espacios in-
tercelulares y dentro de tejidos vasculares (Barraza er
al., 2017). Estas bacterias fijan N y fosfato, y actian
como biocontroladores y promotores de la fitoreme-
diacién (Doncel ez al., 2016) .

Las especies de bacterias diazotréficas predomi-
nantes en los agroecosistemas son importantes (Al-
fonso et al., 2005) en los sistemas de produccién de
L. esculenton Mill. En esos sistemas es comun el uso
de agroquimicos sintéticos y es necesario definir la
eficiencia de biofertilizantes potenciales para aumen-
tar las alternativas en el desarrollo de una agricultura
sustentable y con produccién a bajo costo (Guzmdin
et al., 2012). El objetivo de este estudio fue aislar y
caracterizar las bacterias diazotréficas rizosféricas de
muestras de suelo de la rizésfera y bacterias diazotré-
ficas endéfitas de muestras de material foliar y raices,
asociadas a cultivos de tomate de diferentes fincas,
ubicadas en la principal zona de produccién de hor-
talizas en el sur oriente del departamento Norte de
Santander. Lo anterior permitird conocer las princi-
pales bacterias diazotréficas rizosféricas y endéfitas en
el cultivo del tomate en la mayor zona de produccién
del departamento Norte de Santander, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Un muestreo aleatorio en diagonal se realizd para obtener
muestras de suelo rizosférico (SR), material foliar (MF) y raices
(R) de cultivos de tomate, en seis fincas del municipio de Chi-
nécota, zona sur oriental de Norte de Santander (7° 31° 00” N y
72° 37 00” O, 21 °C promedio, 1200 mm precipitacién anual
promedio y 900 y 1800 msnm). En cada finca se obtuvo una
muestra compuesta de SR, MF y R (18 muestras en total). Las
muestras SR se formaron con cuatro submuestras, extraidas de 5
a 10 cm de profundidad (Martyniuk y Martyniuk, 2002; Tejera
et al., 2005). Las muestras MF y R incluyeron 10 a 15 plan-
tas por cultivo; las muestras R incluyeron cortes con longitud
aproximada de 10 cm de todo el sistema radical. En las muestras
de suelo se determiné pH, conductividad eléctrica, textura, Mg,

Ca, K, P, materia orgdnica relacién Ca/Mg y microelementos.

vascular tissues (Barraza et al., 2017). These bacteria
fixate N and phosphate and act as biocontrollers
and promoters of phytoremediation (Doncel ez /.,
2016).

Diazotrophic bacteria species that predominate in
agroecosystems are important (Alfonso ez al., 2005)
in the L. esculenton Mill. production systems. In
these systems, the use of synthetic agrochemicals is
common, and it is necessary to define the efficiency
of potential biofertilizers to increase the alternatives
in the development of a sustainable agriculture and
with low production costs (Guzmén ez al., 2012).
The aim of this study was to isolate and characterize
rhizospheric diazotrophic bacteria from rhizospheric
soil samples and endophytic diazotrophic bacteria
from samples of foliar material and roots related
to tomato plantations in different farms located in
the main vegetable-producing area in the southeast
of the department of Norte de Santander. This will
help know the main rhizospheric and endophytic
diazotrophic bacteria in the tomato plantations in
the largest production area in the department of
Norte de Santander, Colombia.

MATERIALS AND METHODS
Sampling

A diagonal random sampling was carried out to obtain
samples of rhizospheric soil (RS), foliar material (FM) and roots
(R) from tomato plantations in six farms in the municipal area of
Chindcota, in southeastern Norte de Santander (7° 31’ 00” N y
72°3700” O, 21 °C average, 1200 mm average annual rainfall
and 900 and 1800 masl). In each farm, a compound sample of
Rs, FM and R was taken (18 samples in total). The RS samples
were formed with four subsamples, taken at a depth of 5 to 10
cm (Martyniuk and Martyniuk, 2002; Tejera er al., 2005). The
samples of FM and R included 10 to 15 plants per plantation;
the R samples included cuts with an average length of 10 cm
from the whole root system. In the soil samples, we determined
pH, electrical conductivity, texture, Mg, Ca, K, P, Ca/Mg ratio

organic matter and microelements.
Quantification of the Most Probable Number (MPN)

A 10 g soil sample was resuspended in 90 mL of buffered

peptone water and we obtained dilutions in series up to 107. The

MORENO-ROZO y GALVIS-SERRANO 845
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Cuantificacién del Niimero mas Probable (NMP)

Una muestra de 10 g de suelo se resuspendieron en 90 mL
de agua peptona amortiguada y se obtuvieron diluciones seria-
das hasta 107. Las raices lavadas se segmentaron (1 cm de longi-
tud), desinfectaron con alcohol al 70%, por 1 min, ¢ hipoclorito
de sodio al 2%, por 2 min, y se enjaguaron dos veces con agua
destilada. De la muestra se maceraron 10 g con 90 mL de agua
peptona amortiguada y se obtuvieron diluciones seriadas hasta
107. De las muestras MF 10 g se lavaron con agua destilada y
desinfectaron con alcohol al 70%, se resuspendieron en 90 mL
de agua peptona amortiguada y se maceraron. De esta mezcla se
hicieron diluciones seriadas hasta 107 (Cardenas ez /., 2010). A
partir de las diluciones 102 y hasta 107 se inocularon por tripli-
cado, 0.1 mL, en viales con 5 mL de medio semisélido selectivo
para diazétrofos (NFb para Azospirillum sp. y Azorobacter sp.,
JMV para Burkholderia sp. y LGl para Gluconacetobacter sp.) y
se mantuvieron 8 d a 32 + 2 °C, para formar una pelicula subsu-
perficial. Los resultados se obtuvieron con la Tabla de Mc Craddy
(Débereiner et al., 1995). El andlisis estadistico de los datos con

la técnica del NMP se hizo con el programa Infostat.
Caracterizacién de los aislados

El contenido de los viales con crecimiento y pelicula en la
superficie se usé para siembra directa en los medios sélidos se-
lectivos: Asbhy (Azorobacter sp.), Rojo Congo (Azospirillum sp.),
IMV (Burkholderia sp.) y LGI-P (Gluconacetobacter sp.). Con
tincién de Gram se determiné la morfologia celular, tipo de agre-

gacién y presencia de estructuras, como quistes.
Identificacién bioquimica

Cada aislado se identificé con el sistema BBL Crystal que in-
cluye pruebas para fermentacién, oxidacién, degradacién, hidré-

lisis de diversos sustratos, oxidasa, catalasa y motilidad en fresco.
Identificacién molecular

La identificacién molecular se hizo en los aislados con ca-
racterizaciones microbiolégicas y bioquimicas de las muestras
SR, MF y R. Los testigos positivos fueron: Azotobacter vinelan-
dii ATCC® 478™, A. nigricans ATCC® 35009™, A. chroococcum
ATCC® 9043™, Azospirillum brasilense ATCC® 29145™, A. ama-
gonense ATCC® 35119™, Burkholderia glumae ATCC® 33617™
y Gluconacetobacter azotocaprans ATCC®700988™. EI ADN de
los aislados y testigos positivos se obtuvieron con el UltraClean®
Microbial DNA Isolation Kit de MoBio. La identificacién mo-

lecular se hizo con oligonucleétidos especificos (Cuadro 1) de
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washed roots were segmented (1 cm in length), disinfected with
alcohol at 70% for 1 min, and sodium hypochlorite at 2% for
2 min, and rinsed twice with distilled water. From the sample,
10 g were softened with 90 mL of buffered peptone water
and we obtained dilutions in series up to 107. From the FM
samples, 10 g were washed with distilled water and disinfected
with alcohol at 70%, resuspended in 90 mL of buffered peptone
water and softened. This mixture was used to make dilutions in
series up to 107 (Cdrdenas ez al., 2010). The dilutions between
10% and 107 were inoculated in triplicate, 0.1 mL, in vials with
5 mL of a selective, semi-solid medium for diazotrophes (NFb for
Azospirillum sp. and Azotobacter sp., JMV for Burkholderia sp.
and LGI for Gluconacetobacter sp.) and they were kept 8 d at 32
+ 2 °C, to form a subsuperficial film. The results were obtained
using McCraddy’s chart (Débereiner ez 4l., 1995). The statistical
analysis of the data with the MPN technique was performed

using the program Infostat.
Characterizaction of the isolations

With the content of the vials with growths and film on the
surface, the planting was performed directly on the selective
solid media: Asbhy (Azorobacter sp.), Rojo Congo (Azospirillum
sp.), IMV (Burkholderia sp.) and LGI-P (Gluconacetobacter sp.).
With a Gram stain, we determined the cell morphology, type of

aggregation and the presence of structures such as cysts.
Biochemical identification

Each isolation was identified using the BBL Crystal system,
which includes tests for fermentation, oxidation degradation,
the hydrolysis of several substrates, oxidase, catalase and fresh

motility.
Molecular identification

The molecular identification was carried out on the isolations,
with microbiological and biochemical characterizations of
the samples of RS, FM and R. The positive controls were
Azotobacter vinelandii ATCC® 478", A. nigricans ATCC®
35009™, A. chroococcum ATCC® 9043™, Azospirillum brasilense
ATCC® 29145™, A. amazonense ATCC® 35119™, Burkholderia
glumae ATCC® 33617™ and Gluconacetobacter azotocaptans
ATCC"700988™. The DNA of the isolations and positive
controls were obtained with the UltraClean® Microbial DNA
Isolation Kit by MoBio. Molecular identification was carried out
with specific oligonucleotides (Table 1) from A. chroococcum, A.
nigricans, A. vinlelandii, A. amazonense, A. brasilense (designed

in this study), Burkholderia sp. (Gijon et al., 2011), B. glumae
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Cuadro 1. Caracteristicas de los oligonucleétidos.
Table 1. Characteristics of oligonucleotides.

difj(fttfégca Cebador Secuencia Blanco Tex(r:]j)rl © hibi d::ién Fuente
A chroococcum AchroTF GCTTTTCATAAGCTCCCACA ARNr 308 58 Este trabajo
AchroTR CGTTTCTGAGCTTTCAGCGAT 16 S
A. nigricans AnigrTF GCTGGCGGCAGGCCTAACA ARNr 428 60 Este trabajo
' AnigrTR TATTAGCCCGCGGCCCTTC 16 S
) . AvineTF CGACCTCGCGCAAGGCAAGA .
A vinlelandii AvineTR  CAGTGAAACAATCGACGCGT ~ ARNr 230 60 Este trabajo
A amazonense AamaTF GATGGTTGTGGAGACTGTCAG ARNr 631 58 Este trabajo
AamaTR GAACCCCAACGTCTAGCACTC 16 S
. AbraTF CTCCCGCGCCAGCGAGCGGCG . .
A. brasilense AbraTR  ACTCAGCATGGCGGCGGCCCT UbiH 448 60 Este trabajo
Burkholderia sp RHGF GGGATTCATTTCCTTAGTAAC ARNr 511 55 Gijon et al.,
' RHGR GCGATTACTAGCGATTCCAGC 16 S 2011
B. glumae glu-F GAAGTGTCGCCGATGGAG 2B 529 58 Karki ez al.,
' glu-R CCTTCACCGACAGCACGCAT 2012
Gluconacerobacter sp. GluG AATGACTGGGCGTAAAG ARNr Fuentes et
G. azotocaptans GluA AATGCTCATCTCTGAACA 16 S 467 67 4. 2001
G. johannae Glu]J GAAATGAACATCTCTGCT 469 62 v

A. chroococcum, A. nigricans, A. vinlelandii, A. amazonense, A.
brasilense (disenados en este estudio), Burkholderia sp. (Gijon et
al., 2011), B. glumae (Karki et al., 2012), G. azotocaptans y G.
Jjohannae (Fuentes et al., 2001). El disefio de oligonucledtidos se
hizo con secuencias de ARNr 16s y el gen UbiH; su similitud se
comprobé con el software en linea BLAST (Basic Local Align-
ment Search Tool) y el software Workbench y su especificidad se
probé con cepas autenticadas de ATCC de A. chroococcum, A. ni-
gricans, A. vinlelandii, A. amazonense y A. brasilense. La mezcla de
PCR se obtuvo en 50 uL, con 1X de amortiguador de ADN po-
limerasa, 200 uM de ANTPR 1 U de ADN polimerasa, 1 uM de
cada iniciador y 2 uL de ADN. Las condiciones de amplificacién
fueron: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos con
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, hibridacién (temperatura
especifica para cada especie (Cuadro 1) por 30 s, extensién a 72 °C
por 1 min, y extensién final a 72 °C por 7 min. Los productos

de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% y tefidos con

SYBR Green.
Nuamero de acceso a la secuencia de nucleétidos

Los ntimeros de acceso de las secuencias de nucledtidos
de GenBank utilizadas en el disefio de oligonucleétidos, para
la identificacién de las bacterias diazotréficas mediante herra-
mientas de bioinformdtica fueron las siguientes. A. chroococ-
cum: AF083211.1, AB430881.1 y CP011835.1; A. nigricans:
KP966496.1, JX262176.1, JX262168.1 y NR_041033.1;

(Karki er al., 2012), G. azotocaptans and G. johannae (Fuentes
et al., 2001). The oligonucleotides were designed with ARNr
16s sequences and the gene UbiH; its similarity was verified
using the online software BLAST (Basic Local Alignment Search
100l) and the software Workbench, and its specificity was tested
with authenticated ATCC A. chroococcum, A. nigricans, A.
vinlelandii, A. amazonense and A. brasilense strains. The PCR
mixture was obtained in 50 uL, with 1X of DNA polymerase
buffer, 200 uM of ANTPE, 1 U of DNA polymerase, 1 uM of
each primer and 2 uL of DNA. Amplification conditions were
as follows: initial denaturalization at 95 °C for 5 min, 35 cycles
with denaturalization at 95 °C for 1 min, hybridization (specific
temperature for each species (Table 1)) for 30 s, extension at
72 °C for 1 min and a final extension at 72 °C for 7 min. The
PCR products were viewed in agarose gels at 1% and dyed with
SYBR Green.

Number of access to the nucleotide sequence

The numbers of access to the GenBank nucleotide sequences
used in the design of oligonucleotides for the identification
of diazotrophic bacteria, using bioinformatics tools were
the following: A. chroococcum: AF083211.1, AB430881.1
y CP011835.1; A. nigricans: KP966496.1, ]JX262176.1,
JX262168.1 y NR_041033.1; A. vinelandii: 1K473371.1,
CP005095.1, CP005094.1, CP001157.1 y AF079808.1;
A. amazonense: NR_104981.1, AB682665.1, GU458288.1,
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A.  vinelandii: 1K473371.1, CP005095.1, CP005094.1,
CP001157.1 y AF079808.1; A. amazonense: NR_104981.1,
ABG682665.1, GU458288.1, NR_117477.1, AY752913.1
y X79742.1; A brasilense:  CP022253.1, CP012914.1,

CP007793.1, HE577327.1, AF279917.1 y X92496.1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis fisicoquimico de suelos

Los suelos analizados presentaron textura variada
media a gruesa, pH entre 5.4y 7.2 (7.2 en la finca 6),
K entre 83 y 606 ppm, P entre 5y 157 ppm y mate-
ria orgdnica entre 1.5 y 3.81 % (Cuadro 2).

El tomate se adapta a una gran variedad de suelos,
con pH de 5.8 2 6.8 y neutro (DANE, 2014). Vallejo
y Estrada (2004) reportaron que los suelos de textura
franca o franco- arcillosa con pH entre 6.5-7.9 y ca-
pacidad alta de intercambio catiénico promovieron
el crecimiento y desarrollo del cultivo. Esto permite
explicar por qué el pH 7.20 del suelo de la finca 6 no
afecta la produccién de tomate, pero pH superior a
6.5, como el de la finca 6, disminuye la disponibili-
dad de micronutrientes (Fe, Zn, Mny Cu), By P; y
esos micronutrientes son necesarios para el desarrollo
de bacterias diazotréficas, lo cual podria relacionarse
con el ntimero bajo de microorganismos (10* células
g suelo) en SR de esta finca.

NR_117477.1, AY752913.1 y X79742.1; A. brasilense:
CP022253.1, CP012914.1, CP007793.1, HES577327.1,
AF279917.1 y X92496.1.

RESULTS AND DISCUSSION

Physical and chemical analysis of soils

The soils analyzed presented medium to thick
varied textures, with pH ranging between 5.4 and
7.2 (7.2 in farm 6), K between 83 and 606 ppm, P
between 5 and 157 ppm and organic matter ranging
between 1.5 and 3.81 % (Table 2).

The tomato adapts to a large variety of soils with a
pH of 5.8 to 6.8 and neutral (DANE, 2014). Vallejo
and Estrada (2004) reported that the soils with loamy
or clay-loam textured soils with a pH of between
6.5-7.9 and a high ability for cationic exchange
promoted the growth and development of the crop.
This helps explain why the pH of 7.20 of the soil
in farm 6 did not affect the tomato production, yet
a pH higher than 6.5, like in farm 6, reduces the
availability of micronutrients (Fe, Zn, Mn and Cu), B
and P; and those micronutrients are required for the
development of diazotrophic bacteria, which could
be related to the low number of microorganisms (10*
cells g soil) in the RS of this farm.

Cuadro 2. Ubicacidn y caracteristicas fisico quimicas del suelo de las fincas estudiadas.
Table 2. Location and physical and chemical characteristics of the soil in the farms studied.

Materia

Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio  Magnesio

Finca Ubicacién msnm  Textura Organica % % ppm ppm ppm ppm pH
La Primavera N 07°31°793”
(F1) 0 072° 34 413 1847.7 Franco 1.50 0.075 157 419 2348 165 5.50
El Bordo N 07° 32’ 4867 Franco
(F2) 0 072° 34’ 518" 1759.6 Arenoso 1.86 0.093 148 496 2306 207 6.04
La Ponderosa N 07° 34’ 347 Franco
(F3) O 072°35 912" 1412.37 Arenoso 2.25 0.112 44 289 1033 109 5.54
El Amparito N 07°36’ 7177 Franco
(F4) O 072°35 704" 1238.65 arenoso 2.75 0.137 35 83 1580 39 5.40
Franco
Lindarte N 07°37°564” .
(F5) 0 072° 37627 955.50 arcilloso 2.49 0.124 30 606 4545 333 6.40
arenoso
Franco
Los Ibarra N 07°37°001” .
(F6) O 072° 35441” 1392.56 z;rrzlrlll:))ssz 3.81 0.191 5 525 16303 422 7.20
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Cuantificacién del NMP

Las diferencias significativas en las variables del
suelo que se relacionan con la disimilitud de NMP en
SR, MF y R no fueron significativas (Cuadro 3). Las
muestras SR, con textura gruesa, de las fincas 2, 3 y 4
mostraron 10°a 107 células g! de suelo, en compara-
cién con las fincas 1, 5 y 6, con textura media y 10*
a 10° células g' de suelo (Cuadro 3). Lacasta ez al.
(2005) senalaron que la textura de los suelos origina
diferente porosidad y agregacién, que pueden gene-
rar problemas de endurecimiento, aireacién, capaci-
dad de retencién hidrica y permeabilidad. En con-
diciones ambientales similares se debe prever que en
suelos de texturas mds gruesas la aireacién es mayor,
lo que favorece los procesos de degradacién produc-
to de la actividad microbiana. Las diferencias entre
NMP de los tipos de muestras con el medio NFb,
especifico para los géneros Azotobacter sp. y Azospiri-
Ulum sp., fueron altamente significativas en el nimero
de bacterias entre SR, R y MF; el aumento mayor fue
en SRy el menor en ME Esto coincidié con lo ob-
servado por Castro ez al. (2007) de que en la rizdsfera
se depositan 5 a 20 % de los exudados derivados de
la fotosintesis, que permiten la proliferacién de la mi-
crobiota y originan aumento en las poblaciones mi-
crobianas en el suelo. Remans (2007) afirmé que en
los suelos agricolas, excepto por los aportes antropo-
génicos, las comunidades diazotréficas son la fuente
principal de N y puede mejorar la produccién de los
cultivos y disminuir el uso de fertilizantes sintéticos.

MPN quantification

The significant differences in the soil variables
that relate to the dissimilitude of MPN in RS, FM
significant (Table 3). The RS samples with a coarse
texture from farms 2, 3 and 4 displayed 10°to 107
cells g of soil, in comparison with farms 1, 5 and 6,
with a medium texture and 10* and 10° cells g™ of
soil (Table 3). Lacasta ez al. (2005) pointed out that
the texture of soils originates different porousness
and aggregation, which can cause problems with
hardening, airing and capacity of water retention
and permeability. Under similar environmental
conditions, the fact that coarser soils display
higher airing must be foreseen, and this favors the
degradation processes resulting from microbial
activity. The differences between the MPN of the
type of samples with the Nfb medium, specific to
the genera Azotobacter sp. and Azospirillum sp.,
were highly significant in the number of bacteria
between RS, R and FM; the increase was greater in
RS and lowest in FM. This agrees with observations
by Castro ez al. (2007) regarding the fact that 5 to
20% of the exudates derived from photosynthesis
are deposited in the rhizosphere, allowing microbiots
to proliferate and causing an increase in the
microbial populations in the soil. Remans (2007)
claimed that in agricultural soils, with the exception
of anthropogenic contributions, diazotrophic
communities are the main source of N and can
improve the production of crops and reduce the use
of synthetic fertilizers.

Cuadro 3. Poblacién de bacterias diazotréficas en muestras de suelo rizosférico, raices y material foliar.
Table 3. Population of diazotrophic bacteria in samples of rhizospheric soil, roots and foliar material.

Muest Medio de NMP" por finca (células/gramo) Anilisis
uestra cultivo F1 F2 F3 F4 F5 F6 estadistico
SR NFb 7.0x10*  1.2x107 4.6x107 3.8x107 4.5x10°  1.4x10* 36.33 C

MV 4.5x10°  5.3x10°  6.0x10° 5.7x10° 3.1x10°  2.6x10* 36.17 C
LGI 3.8x10°  2.3x10°  1.0x10° 7.4x10° 2.3x10°  5.0x10* 35.50 C
NFb 2.3x10°  5.8x10°  4.5x10°  3.8x10° 1.9x10° 7.8x10° 32.42 BC
R! MV 2.4x10°  2.6x10°  7.0x10° 5.7x10° 7.0x10°  2.1x107 38.17 C
LGI 9.8x10%  2.1x10° 1.1x10° 7.4x10% 1.2x10°  8.4x10° 32.17 BC
NFb 4.3x10*  1.1x10° 2.8x10* 8.8x10* 4.5x10* 5.5x10° 8.67 A
MF$ MV 6.2x10*  4.3x10*  6.3x10*  9.0x10*  6.7x10*  2.3x10* 16.75 AB
LGI 4.7x10%  5.7x10%  2.9x10%  1.9x10% 1.5x10%  4.7x10% 11.33A

“Suelo rizosférico, *Raices, *Material Foliar, "Numero mds probable ¢ "Rhizospheric soil, ‘Roots, *Foliar material,
PMost Probable Number.

MORENO-ROZO y GALVIS-SERRANO

849



AGROCIENCIA, 1 de octubre - 15 de noviembre, 2020

Los medios selectivos para los géneros Burkhol-
deria sp. y Gluconacetobacter sp., no evidencian dife-
rencias significativas entre las poblaciones obtenidas
en SR y R, pero si con respecto a MF en el cual la
poblacién celular es menor (Cuadro 3). Esto se ajusta
a lo reportado por Khalid ez /. (2006), de que la
rizésfera de la planta es un ambiente ecoldgico muy
importante para los microorganismos que colonizan
las raices de las plantas en crecimiento. Distintas co-
munidades de microorganismos beneficiosos del sue-
lo estdn asociadas con los sistemas radicales de todas
las plantas superiores.

Las muestras de SR de las fincas 2, 3 y 4 tuvie-
ron un NMP de 107 células g de suelo con base al
resultado en medio NFb. Estos resultados coinci-
den con lo descrito por Alfonso ez al. (2005) quie-
nes obtuvieron un NMP de 10° células g de suelo
e identificaro estos dos géneros. Los resultados en la
cuantificacién de Burkholderia sp. coinciden con los
experimentos de Cdrdenas e 2/. (2010) y Mantilla
et al. (2009) en condiciones climdticas diferentes y
reportan la predominancia del género en muestras de
SR, debidoal parecer a la amplia gama de hormonas
vegetales que exudan, y permiten su adaptacién en
multiples ambientes. Gluconacetobacter sp también
se aislé en muestras de SR, a pesar de ser endéfito.
Mantilla ez /. (2009) indican la presencia del género
Gluconacetobacter sp. en SR al ser liberado por medio
de lixiviados. Garrido ez a/. (2010) reportan la pre-
sencia de Burkholderia sp. y Gluconoacetobacter sp. en
muestras de R y MF de pastos, similar a lo encontra-
do en nuestro estudio.

Caracterizacién fenotipica y molecular

Caracterizaciones fenotipicas y bioquimicas se hi-
cieron en los 37 aislados obtenidos de bacterias dia-
zotréficas, 30 de las cuales se aislaron de SR. Como
Azotobacter sp. se identificaron 14 aislados rizosféri-
cos, muestras SR1-SR14, (Cuadro 4), con caracte-
risticas macroscdpicas de colonias irregulares, opacas,
mucosas o secas de color café o crema y produccién
de quistes (Flores ez al., 2012). Los aislados SR10 y
SR12 presentaron pigmento verde fluorescente, ca-
racteristico de A. vinelandii o A. paspali. En la iden-
tificacién bioquimica 12 aislados fueron positivos
con sacarosa, melibiosa, manitol, sorbitol, ureasa y
oxidasa, propio de A. vinelandii y A. chroococcums; los
aislados SR3 y SR8 fueron positivos con sacarosa,
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The selective media for the genera Burkholderia sp.
and Gluconacetobacter sp., do not display significant
differences between the populations obtained in RS
and R, but they do regarding FM, in which the cell
population is lower (Table 3). This agrees with Khalid
et al. (2006), who claims that the plant rhizosphere
is a very important ecological environment for the
microorganisms that colonize the roots of growing
plants. Different communities of microorganisms
that benefit the soil are related to the root systems of
all higher plants.

The RS samples from farms 2, 3 and 4 had an
MPN of 107 cells g' of soil, based on the result
in the Nfb medium. These results coincide with
descriptions by Alfonso ez al. (2005), who obtained
an MPN of 10°cells g of soils and identified these
two genera. The results of the quantification of
Burkholderia sp. coincide with the experiments by
Cérdenas et 4. (2010) and Mantilla ez 2. (2009)
under different weather conditions and report the
predominance of the genus in RS, due, seemingly,
to the wide range of plant hormones they exudate
and help them adapt to multiple environments.
Gluconacetobacter sp was also isolated in RS samples,
despite being endophytic. Mantilla ez /. (2009)
indicate the presence of the genus Gluconacerobacter
sp. in RS which were released by leachates. Garrido ez
al. (2010) report the presence of Burkholderia sp. and
Gluconoacetobacter sp. in grass R and FM samples,
similar to what was found in this study.

Phenotypic and molecular characterization

Phenotypic characterizations were carried out on
the 37 isolations taken from diazotrophic bacteria,
30 of which were isolated from the RS. Fourteen
rhizospheric isolations were identified as Azorobacter
sp., along with SR1-SR14 samples (Table 4), with
macroscopic characteristics of irregular cultures,
dull-colored, mucous or dry, brown or cream-colored
cultures and production of cysts (Flores ez al., 2012).
Isolations SR10 and SR12 presented a fluorescent
green pigment, typical of A. vinelandii or A. paspali.
In the biochemical identification, 12 isolations were
positive with sucrose, melibiose, mannitol, sorbitol,
urease and oxidase, typical of A. vinelandii and A.
chroococcum; isolations SR3 and SR8 were positive
with sucrose, urease and oxidase, and negative
with melibiose, mannitol and sorbitol, typical of
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Cuadro 4. Identificacién bioquimica y molecular de aislados diazotréficos rizosféricos y endéfitos.
Table 4. Biochemical and molecular identification of diazotrophic, rhizospheric and endophytic

isolations.
N Identificacién
Ubicacién S
Muestra Bacteria Bioquimica Molecular
Probable Genero # Especie #
A. chroococcum 5
Azotobacter sp. 14 A. vinelandii 2
A. nigricans 2
SR* Rizosféri

rosterico Azospirillum sp. 7 A. brasilense 6
Burkholderia sp. 6 B. glumae 3
Gluconacetobacter sp. 3 G. azotocaptans/johannae 3
Re Burkholderia sp. 3 B. glumae 2
Endéfito Gluconacetobacter sp. 2 G. azotocaptans/johannae 2
MPF Burkholderia sp. 2 B. glumae 1

“Suelo rizosférico, *Raices, SMaterial Foliar % "Rhizospheric soil, ‘Roots, *Foliar material.

ureasa y oxidasa, y negativos con melibiosa, mani-
tol y sorbitol, caracteristicas de A. nigricans. Siete se
identificaron como Azospirillum sp. (SR15-SR21)
con caracteristicas macroscépicas propias del género:
colonias de color rosado, con detallo 6ptico opaco y
formas irregulares o redondas, frecuentemente arru-
gadas y con elevacién variable (Obando e 4/., 2010).
Los aislados correspondieron al género Azospirillum:
positivo con oxidasa, fosfatasa, ureasa e hidrélisis de
esculina, negativo con hidrélisis de gelatina, produc-
cién de pigmentos solubles en agua y produccién de
indol y variable para catalasa y azdcares (Garrity er
al., 2005).

Once aislados se identificaron como Burkholde-
ria sp., 6 rizosféricos (SR22- SR27) y 5 enddfitos de
los cuales 3 se aislaron de muestras de R (R28- R30)
y 2 de muestras de MF (MF31-MF32) (Cuadro 4).
Los aislados presentaron caracteristicas macroscopi-
cas como colonias medianas a pequefias, himedas,
blanquecinas con centro amarillo (Galvis y Carrillo,
2015). En las pruebas bioquimicas mostraron resul-
tados positivos caracteristicos a catalasa, oxidasa, ara-
binosa y sacarosa. Seis aislados dieron negativo para
melibiosa y 2 débil, propio de B. glumae y B. cepa-
cea, respectivamente (Garrity ef al., 2005). También
se obtuvieron cinco aislados de Gluconacetobacter
sp., tres rizosféricos (SR33- SR35) y dos endéfitos
a partir de muestras de R (R36 y R37) (Cuadro 4).
Los aislados presentaron colonias de forma redonda,
superficie lisa, elevacién convexa o plano-convexa,
color anaranjado y margen traslicido o amarillo, que

A. nigricans. Seven were identified as Azospirillum
sp. (SR15-SR21) with typical macroscopic
characteristics of the genus: pink-colored cultures
with a dull appearance and irregular or round shapes,
frequently wrinkled and with a variable elevation
(Obando er al., 2010). The isolations belonged
to the Azospirillum genus: positive with oxidase,
phosphatase, urease and esculin hydrolysis, negative
with gelatin hydrolysis, production of water-soluble
pigments and the production of indole and variable
for catalase and sugars (Garrity ez al., 2005).

Eleven isolations were identified as Burkholderia
sp., 6 rhizospherical isolations (SR22- SR27) and
5 endophytic ones, 3 of which were isolated from
samples of R (R28- R30) and 2 samples of FM MF
(MF31-MF32) (Table 4). The isolations presented
macroscopic characteristics such as small to medium,
moist, whitish cultures with yellow centers (Galvis
and Carrillo, 2015). Biochemical tests gave positive
results, typical of catalase, oxidase, arabinose and
sucrose. Six isolations were negative to melibiose and
2 were weak, typical of B. glumae and B. cepacea,
respectively (Garrity ez al., 2005). Five isolations of
Gluconacetobacter sp., three rhizospherical (SR33-
SR35) and two endophytic, were also taken from
R samples (R36 y R37) (Table 4). The isolations
presented round cultures with smooth surfaces,
convex or flat-convex elevations, orange in color and
translucent or yellow edge, which matched the genus
(Mehnaz ez al.,, 2006). These isolations displayed

positive results in the tests with catalase, oxidase and
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concordé con el género (Mehnaz ez al., 2006). Estos
aislados mostraron resultados positivos con la prue-
ba catalasa, oxidasa y sacarosa y negativos a glicina
(Madhaiyana ez al., 2004).

No hubo diferencias significativas entre las pobla-
ciones de Burkholderia sp. y Gluconacetobacter sp., so-
bre medios selectivos a partir de muestras de SRy R,
pero si respecto a muestras de ME Esto es probable
que se deba a la ventaja competitiva de las bacterias
rizostéricas, ya que la disponibilidad de nutrientes es
mayor al interior de las plantas y menor el nimero de
microorganismos endéfitos (James, 2000).

Los oligonucledtidos disefiados en este experi-
mento y la estandarizacién de la PCR mostraron es-
pecificidad para la identificacién de A. chroococcum
A. nigricans, A. vinlelandii, A. amazonense y A. bra-
silense, y se usaron cepas testigo ATCC (Figura 1).
En el andlisis molecular por PCR de los 14 aislados
caracterizados fenotipica y bioquimicamente como
Azotobacter sp., 5 se identificaron como A. chroococ-
cum (SR5, SR7, SR9, SR11 y SR14), 2 como A. vi-
nelandii (SR10 y SR12) y 2 como A. nigricans (SR3
y SR8) (Figura 2A, 2B y 2C). De los 7 aislados ca-
racterizados como Azospirillum sp., todos, excepto el
SR21, se identificaron por PCR como A. brasilense
(Figura 2D).

La identificacién de los 11 aislamientos de
Burkholderia sp., se comprobé con oligonucledtidos
especificos y caracteristicas fenotipicas. Los aisla-
mientos SR22, SR24, SR25, R28, R30 y MF32 se
identificaron como B. glumae (Figura 2E) y los de
Gluconacetobacter sp. descritos fenotipica y bioqui-
micamente, se identificaron por PCR como G. azoto-
captans o G. johannae (Figura 2F).

Las pruebas fenotipicas utilizadas en la identifi-
cacién de microorganismos pueden presentar dis-
cordancia entre las caracteristicas del aislamiento en
estudio y las correspondientes de la especie. La iden-
tificacién se considera probable pero no definitiva.
Para resolver estos problemas se propusieron méto-
dos genotipicos de identificacién bacteriana como el
uso de una amplia variedad de genes utilizados como
dianas moleculares en los estudios taxonémicos o de
filogenia en la determinacién de géneros y especies
bacterianas; el analisis del ARNr 16S el marcador ini-
cial, y en numerosas situaciones, suficiente para rea-
lizar una identificacién especifica (Bou et al., 2011).
De acuerdo con lo anterior, en este estudio se utilizd

el ARNr 16S para el diseno de oligonucleétidos en
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sucrose and negative to glycine (Madhaiyana ez /.,
2004).

No significant differences were reported between
the Burkholderia sp. and Gluconacetobacter sp.
populations regarding selective media from RS and R
samples, although there were regarding FM samples.
This is probably due to the competitive advantages
of rhizospherical bacteria, since the availability
of nutrients is greater inside the plant, where the
number of endophytic microorganisms is also lower
(James, 2000).

The oligonucleotides designed in this experiment
and the standardization of PCR displayed specificity
for the identification of A. chroococcum A. nigricans,
A. vinlelandii, A. amazonense and A. brasilense, and
ATCC control strains were used (Figure 1). In the
molecular analysis with PCR of the 14 isolations
characterized phenotypically and biochemically as
Azotobacter sp., 5 were identified as A. chroococcum
(SR5, SR7, SR9, SR11 and SR14), 2 as A. vinelandii
(SR10 and SR12) and 2 as A. nigricans (SR3 and
SR8) (Figure 2A, 2B and 2C). Out of the 7 isolations
characterized as Azospirillum sp., all but SR21 were
identified with PCR as A. brasilense (Figure 2D).

The identification of the 11 Burkholderia sp.
isolations was verified with specific oligonucleotides
and phenotypical characteristics. Isolations SR22,
SR24, SR25, R28, R30 and MF32 were identified as
B. glumae (Figure 2E) and the Gluconacerobacter sp.
isolations described phenotypically and biochemically
were identified with PCR as G. azotocaptans or G.
johannae (Figure 2F).

The phenotypical tests used to identify
microorganisms can present discrepancies between
the characteristics of the isolation under study and
those of the species. Identification is considered
probable but not definitive. In order to solve these
problems, genotypical methods were proposed for
the identification of bacteria, such as the use of a
wide variety of genes utilized as molecular target in
taxonomic or phylogenic studies when determining
bacterial genera and species; the analysis of rRNA
16S the initial marker, and in numerous situations,
enough for a specific identification (Bou er al,
2011). According to this, this study used rRNA
16S to design oligonucleotides in determining A.
chroococcum, A. nigricans, A. vinelandii, A. amazonense
and A. brasilense, amplifications with the expected
size are produced (verification by PCR and in silico
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Figura 1.

Figure 1.

Comprobacién de la especificidad de los oligonucleétidos disenados en cepas de referencia ATCC. A) A. chroococcum.
Linea MM: Marcador de pesos molecular 1IKb DNA Ladder RTUs; linea 1: A. chroococcum ATCC® 9043™, producto
esperado de 308 pb.; linea 2: A. nigricans ATCC® 35009™; linea 3: A. vinelandii ATCC® 478™; linea 4: control negativo.
B) A. nigricans. Linea MM: Marcador de pesos molecular 1Kb DNA Ladder RTU; linea 1: A. nigricans ATCC® 35009™,
producto esperado de 428 pb.; linea 2: A. chroococcum ATCC® 9043™; linea 3: A. vinelandii ATCC® 478™; linea 4:
control negativo. C) A. vinelandii. Linea MM: Marcador de pesos molecular 1Kb DNA Ladder RTUj linea 1: A.
vinelandii ATCC® 478", producto esperado de 230 pb.; linea 2: A. nigricans ATCC® 35009™; linea 3: A. chroococcum
ATCC® 9043™; linea 4: control negativo. D) A. amazonense. Linea MM: Marcador de pesos molecular 1IKb DNA
Ladder RTU; linea 1: A. brasilense ATCC® 29145™, producto esperado de 631 pb; linea 2: A. amazonense ATCC®
35119™; linea 3: control negativo. E) A. brasilense. Linea MM: Marcador de pesos molecular 1IKb DNA Ladder RTU;
linea 1: A. amazonense ATCC® 35119™, producto esperado de 448 pb; linea 2: A. brasilense ATCC® 29145™; linea 3:
control negativo.

Verification of the specificity of the oligonucleotides designed in ATCC reference strains. A) A. chroococcum. Line MM:
molecular weight marker 1Kb DNA Ladder RTU; line 1: A. chroococcum ATCC® 9043™, expected 308 pb. product; line
2: A. nigricans ATCC® 35009™; line 3: A. vinelandii ATCC® 478™; line 4: negative control. B) A. nigricans. Line MM:
molecular weight marker 1Kb DNA Ladder RTU; line 1: A. nigricans ATCC® 35009™, expected 428 pb. product; line 2:
A. chroococcum ATCC® 9043™; line 3: A. vinelandii ATCC® 478™; line 4: negative control. C) A. vinelandii. Line MM:
molecular weight marker 1IKb DNA Ladder RTU; line 1: A. vinelandii ATCC® 478", expected 230 pb. product; line
2: A. nigricans ATCC® 35009™; line 3: A. chroococcum ATCC® 9043™; line 4: negative control. D) A. amazonense. Line
MM: molecular weight marker 1Kb DNA Ladder RTU; line 1: A. brasilense ATCC® 29145™, expected 631 pb product;
line 2: A. amazonense ATCC® 35119™; line 3: negative control. E) A. brasilense. Line MM: molecular weight marker
1Kb DNA Ladder RTU; line 1: A. amazonense ATCC® 35119™, expected 448 pb product; line 2: A. brasilense ATCC®
29145™; line 3: negative control.

la determinacién de A. chroococcum, A. nigricans, A.
vinelandii, A. amazonense y A. brasilense, se generan
amplificaciones con el tamafo esperado (verificacién
por PCR vy validacién iz silico) y se logra una iden-
tificacién especifica, empleando testigos positivos y
negativos certificados.

Los microorganismos diazotréficos asociados con
el cultivo del tomate en la regién de estudio parece
que no se habian documentado. En este estudio los
géneros de diazotréficas rizosféricas predominantes
en SR fueron Azotobacter, Azospirillum y Burkhol-
deria. Las bacterias enddfitas caracteristicas en las
muestras R y MF fueron de los géneros Burkholde-
ria y Gluconacetobacter. Alfonso et al. (2005), en un
estudio en Cuba con 26 °C, identificaron los géneros

validation) and a specific identification is achieved,
using certified positive and negative controls.
Diazotrophic microorganisms related to the
tomato crop in the area under study seem not to
have been documented. In this study, the genera
of rhizospherical diazotrophes predominant in RS
were Azotobacter, Azospirillum and Burkholderia.
Charateristic endophytic bacteria in the R and
FM samples belonged to the genera Burkholderia
and Gluconacetobacter. Alfonso et al. (2005), in a
study carried out in Cuba with 26 °C, identified the
genera of Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus and Streptomyces; the tomato rhizosphere
predominated, and Azospirillum was the dominant

genus (Alfonso ez al., 2005). The population density
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Figura 2.

Figure 2.
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Identificacién por PCR de bacterias diazotréficas. a. A. chroococcum. Lineas 1 a 8: aislados SR5, SR6, SR7, SR8, SR9,
SR10, SR11 y SR12; linea 9: A. chroococcum ATCC® 9043™; linea 10: control negativo; linea 11: HyperLadder™ 50bp.
Producto esperado de 308 pb. b. A vinelandii. Lineas 1y 2: aislados SR10 y SR12; linea 3: Azotobacter vinelandii ATCC®
478™; linea 4: control negativo; linea 5: 1Kb DNA Ladder RTU. Producto esperado de 230 pb. c. A. nigricans. Lineas
1 a 3: aislados SR3, SR5 y SR8; linea 4: control negativo; linea 5: A. nigricans ATCC® 35009™; linea 6: HyperLadder™
50bp. Producto esperado de 230 pb. d. A. brasilense. Linea 1: HyperLadder™ 50bp; lineas 2 a 7: aislados SR15 a SR20;
linea 8: Azospirillum brasilense ATCC® 29145™; linea 9: control negativo. Producto esperado de 448 pb. e. B. glumae.
Linea 1: HyperLadder™ 50bp; lineas 2 a 7: aislados SR22, SR24, SR25, R28, R30 y MF32; linea 8: Burkholderia glumae
ATCC"® 33617™; linea 9: control negativo. Producto esperado de 529 pb. f. G. azotocaptans/ G. johannae. Lineas 1 y
5: HyperLadder™ 50bp; lineas 2, 6,7 y 8: aislados SR33, SR35, R36 y R37; linea 3: Gluconacetobacter azotocaptans
ATCC°700988™; linea 4: control negativo. Producto esperado de 467-469 pb.

Identification by PCR of diazotrophic bacteria. A) A. chroococcum. Lines 1 to 8: isolations SR5, SR6, SR7, SR8, SR9,
SR10, SR11 and SR12; line 9: A. chroococcum ATCC® 9043™; line 10: negative control; line 11: HyperLadder™ 50bp.
Expected 308 pb product. B) A. vinelandii. Lines 1 and 2: isolations SR10 and SR12; line 3: Azotobacter vinelandii
ATCC® 478™; line 4: negative control; line5: 1Kb DNA Ladder RTU. Expected 230 pb product. C) A. nigricans. Lines
1 to 3: isolations SR3, SR5 and SRS; line 4: negative control; line 5: A. nigricans ATCC® 35009™; line 6: HyperLadder™
50bp. Expected 230 pb product. D) A. brasilense. Line 1: HyperLadder™ 50bp; lines 2 to 7: isolations SR15 to SR20;
line 8: Azospirillum brasilense ATCC® 29145™; line 9: negative control. Expected 448 pb product. E) B. glumae. Line
1: HyperLadder™ 50bps; lines 2 ti 7: isolations SR22, SR24, SR25, R28, R30 and MF32; line 8: Burkholderia glumae
ATCC* 33617 line 9: negative control. Expected 529 pb product. F) G. azotocaptans! G. johannae. Lines 1 and 5:
HyperLadder™ 50bps; lines 2, 6,7 and 8: isolations SR33, SR35, R36 and R37; lines 3: Gluconacetobacter azotocaptans
ATCC°700988™; lines 4: negative control. Expected 467-469 pb. product.
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Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y
Streptomyces, domind la rizésfera del tomate, y Azos-
pirillum fue el género dominante (Alfonso ez al.,
2005). La densidad poblacional de bacterias endé6-
fitas es altamente variable y depende de la bacteria y
la planta hospedante, ademds del estado de desarrollo
de la planta, la densidad del inéculo y las condiciones
ambientales. La mayor densidad poblacional de bac-
terias endofitas nativas o introducidas, se observan de
manera normal en la raiz y en la parte inferior del
tallo; se presenta una disminucién gradual del tallo
hasta la hoja (Cordero ez al., 2010).

Azospirillum brasilense en tomate causa un aumen-
to significativo en el peso de la raiz, la longitud de los
pelos radicales y el brote, debido probablemente a
una secrecién mayor de dcido indol-3-acético (IAA)
y etileno (Ribaudo et al., 2006). Azospirillum vine-
landii también induce aumento de la biomasa radi-
cal del tomate mediante la solubilizacién de fésforo
y adquisicién de microelementeos, que favorecen
la floracién y su desarrollo en general (Sashidhar y
Podile, 2009). En invernadero Azotobacter sp. tiene
influencia positiva en el desarrollo vegetativo de to-
mate, disminuye el nimero de dias a la floracién y
aumento la altura, volumen radical y peso de la bio-
masa seca total (Escobar ez al., 2011). La presencia
de Burkholderia en la rizésfera y el rizoplano en el
cultivo de tomate se relaciona con un desarrollo me-
jor del sistema radicular y foliar de la planta, debido
probablemente a la produccién de sideréforos y la
actividad antagdnica contra patégenos (Caballero ez

al., 2007).
CONCLUSIONES

La diferencia en NMP entre fincas y su relacién
con las caracteristicas fisico-quimicos del suelo no es
significativa. Los suelos con textura gruesa favorecen
el crecimiento de la microbiota en la rizdsfera. La
diversidad mayor de especies en muestras de SR, co-
rrespondid a las bacterias diazotréficas rizosféricas A.
chroococcum, A. nigricans, A. vinelandii, A. brasilense,
B. glumaey G. azotocaptans! G. johannae, las bacterias
diazotroficas endofiticas, en muestras R, y B. glumae,
G. azotocaptans! G. johannae. en muestras de ME B.
glumae.

of endophytic bacteria is highly variable and depends
on the bacteria and host plant, as well as the state
of development of the plant, the density of the
inoculant and environmental conditions. The highest
population density of endophytic bacteria, whether
native or introduced, appear normally in the root
and the lower part of the shoot; a gradual reduction
is observed between the shoot and the leaf (Cordero
etal., 2010).

Azospirillum  brasilense in  tomato causes a
significantincrease in the weight of the root, the length
of root hairs and sprouting, probably due to a greater
secretion of indol-3-acetic acid (IAA) and ethylene
(Ribaudo et al., 2006). Azospirillum vinelandii also
leads to an increase in the radical biomass in tomato
via the solubilization of phosphorous and acquisition
of microelements that favor flowering and its general
development (Sashidhar and Podile, 2009). In
greenhouses, Azotobacter sp. has a positive influence
on the vegetative development of tomato, it reduces
the number of days until flowering and increases total
height, radical volume and total dry biomass weight
(Escobar ez al., 2011). The presence of Burkholderia
in the rhizosphere and the rhizoplane in the tomato
plantation is related to a better development of the
radical and foliar systems of the plant, due mainly
to the production of siderophores and antagonistic
activity against pathogens (Caballero ez 4/., 2007).

CONCLUSIONS

The difference in MPN between farms and
their relation with the physical and chemical
characteristics of the soil is not significant. Soils with
a coarse texture favor the growth of microbiota in the
rhizosphere. The greatest diversity of species in RS
samples was found in the diazotrophic rhizospheric
bacteria A. chroococcum, A. nigricans, A. vinelandii, A.
brasilense, B. glumae and G. azotocaptans! G. johannae,
diazotrophic endophytic bacteria, in samples of R,
and B. glumae, G. azotocaptans! G. johannae. In FM
samples, B. glumae.

—End of the English version—
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ABSTRACT

Plants of the genus Physalis are recognized for their nutritional and
medicinal properties in Mexico, but only 24% of the 70 species
are used. In Puebla, Mexico, a species of this genus that grows
wildly, and which is not yet identified, produces fruits that are
consumed by the local population. The objective of this research
was to identify this new species, and to establish a method of
propagation and cultivation, after proving its alimentary utility. A
taxonomic study, and i7 vitro culture and hydroponics techniques
were applied to identify, propagate and cultivate this species. /
vitro germination was carried out with seeds of ripe fruits in MS
medium at 50%. The germination percentage was 79% at 12 d
of cultivation. Nodes from seedlings growing 77 vitro were used
to induce multiple sprouting in MS medium supplemented with
BAP (6-benzylamine purine) in concentrations of 0.2, 0.5, 1.0,
1.5 and 2.0 mg L' and a kin factor (Kinetin) with IBA (indole
butyric acid) of 0.2-2.0 mg L. Hypocotyls and cotyledons were
used to induce organogenesis with NAA (naphthalene acetic
acid) and BAP (0.5-1.0 mg L") added to MS medium. With 1.5
mg L of BAP and 0.5 mg L of IBA 100% multiple sprouting
was obtained, and shoots and roots with 1 mg L of BAP and
1 mg L' of NAA. Root formation was induced by IAA (indole
acetic acid), NAA and IBA of 0.2, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg L.
The best response in rooting was with 0.5 mg L' of IBA. The
seedlings were acclimatized for 49 d; the percentage of survival
was 100%. The taxonomic study identified this plant as Physalis
aff rydbergii Fernald. Through micropropagation it is possible
to propagate species of alimentary and medicinal interest in less

time than with conventional methods.
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RESUMEN

Las plantas del género Physalis son reconocidas en México por
sus propiedades nutricionales y medicinales, pero solo se utili-
zan 24% de las 70 especies existentes. En Puebla, México, una
especie de este género que crece de forma silvestre, y la cual no
se ha identificado, produce frutos que son consumidos por la
poblacién local. El objetivo de la investigacion fue identificar
a esta nueva especie y establecer un método de propagacién y
cultivo, después de comprobar su utilidad alimentaria. Un estu-
dio taxonémico y técnicas de cultivo in vitro e hidropénicas se
aplicaron para identificar, propagar y cultivar esta especie. Una
germinacién iz vitro de las semillas de frutos maduros se realizé
en MS al 50%. El porcentaje de germinacién fue de 79% a 12 d
de cultivo. Nédulos de plantulas que se desarrollaron iz vitro se
utilizaron para inducir brotes multiples en un medio MS suple-
mentado con BAP (6- bencilaminopurina) en concentraciones
de 0.2, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg L' y un factor kin (Kinetina) con
IBA (dcido indol butirico) de 0.2-2.0 mg L. Hipocétilos y co-
tiledones se usaron para inducir organogénesis con NAA (4cido
naftaleno acético) y BAP (0.5-1.0 mg L") agregados al medio
MS. Con 1.5 mg L' de BAP y 0.5 mg L' de IBA, se obtuvo
una brotacién multiple de 100%, asi como tallos y raices con 1
mg L' de BAP y 1 mg L' de NAA. La formacién de las raices
se indujo con IAA (dcido indol acético), NAA y IBA de 0.2, 0.5,
1.0, 1.5 y 2.0 mg L. La mejor respuesta en enraizamiento fue
con 0.5 mg L de IBA. Las pldntulas se aclimataron durante 49
d; el porcentaje de sobrevivencia fue de 100%. El estudio taxoné-
mico identific a esta planta como Physalis aff rydbergii Fernald.
Por medio de micropropagacién es posible propagar especies de
interés alimentario y medicinal en menor tiempo que con los

métodos convencionales.

Palabras clave: Physalis, cultivo in vitro, organogénesis, aclima-

tizacién.
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INTRODUCTION

exican rural communities complement
l \ / I their diet with collected edible plants from
the forest, and secondary vegetation that
thrives their territory. Ethnobotanical studies carried
out in different regions of the country report more
than 1500 species of wild edible plants that provide
between 8 and 17% of the annual diet of peasant
families (Lascurain ez al., 2010). All these species are
considered genetic resources to face the challenges
of national food security; their conservation is
important for Mexico (Sarukhdn ez al., 2017).

Species of the genus Physalis are distributed
throughout the country (Martinez ez al., 2017).
These species are edible for humans and animals, but
are also medicinal, industrial and ornamental, and
even ritual in some communities. This is based on
the information of husk tomato samples consulted
in 15 Mexican herbaria, including the Universidad
Auténoma de Mexico, National Herbarium at
Instituto Nacional de Biologia (MEXU), Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas Herbarium
(ENCB), Colegio de Posgraduados Herbarium
Hortorio (CHAPA), “Luz Maria Villarreal de
Puga” Herbarium (IBUG), “Dr. Jerzy Rzedowski”
Herbarium of the City of Querétaro (QMEX) and
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
Herbarium (ANSM).

The above mentioned uses are associated with 15
species, which represent 24% of the 70 recognized
in the Mexican territory, from which the root, stem,
leaves, fruit and receptacle are used (Santiaguillo and
Blas, 2009). Physalis is an important genus for people
since it includes species with edible fruits (Lépez-
Sandoval et a/l., 2018). Fruits from different wild
Physalis species are harvested for self-consumption
or for sale in Mexico (Valdivia-Mares et al., 2016).
Maldonado ez al. (2011) highlighted this genus
as a source of witasteroids, compounds of terpene
origin, with various bioactivities, and preventive
properties against cancer. Physalis peruviana produces
withanolyde E and 48-hydroxywitanolyde E, which
are applied as anticancer agents, and also have

antioxidant activity (Xia ez al., 2016; Barrientos e#
al., 2019).
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INTRODUCCION

as comunidades rurales mexicanas comple-
Lmentan su dieta con plantas comestibles re-

colectadas del bosque y vegetacién secundaria
que crece en su territorio. Estudios etnobotdnicos
realizados en diferentes regiones del pais reportan
mis de 1500 especies de plantas comestibles silvestres
que brindan entre 8 y 17% de la dieta anual de fami-
lias campesinas (Lascurain ez /., 2010). Todas estas
especies se consideran recursos genéticos para enfren-
tar los retos de la seguridad alimentaria nacional; su
conservacion es importante para México (Sarukhdn
etal.,2017).

En todo el pais hay una distribucién de especies
del género Physalis (Martinez et al., 2017). Estas
especies son comestibles para humanos y animales,
pero también son medicinales, industriales y orna-
mentales, e incluso ceremoniales en algunas comu-
nidades. Esto se basa en la informacién de muestras
de tomate de cdscara consultada en 15 herbarios
mexicanos, incluyendo la Universidad Auténoma de
Meéxico, Herbario Nacional del Instituto Nacional de
Biologia (MEXU), Herbario de la Escuela Nacional
de Ciencias Biolégicas (ENCB), Herbario Hortorio
del Colegio de Posgraduados (CHAPA), Herbario
“Luz Maria Villarreal de Puga® (IBUG), Herbario
“Dr. Jerzy Rzedowski” de la Ciudad de Querétaro
(QMEX) y el Herbario de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro (ANSM).

Los usos mencionados anteriormente se relacio-
nan con 15 especies, que representan 24% de las
70 reconocidas en territorio mexicano, de las cuales
se usan la raiz, el tallo, las hojas, el fruto y el cdliz
(Santiaguillo y Blas, 2009). Physalis es un género
importante para la gente, ya que incluye a especies
con frutos comestibles (Lépez-Sandoval ez al., 2018).
Frutos de especies diferentes de Physalis silvestres se
cosechan para el consumo o la venta en México (Val-
divia-Mares et al., 2016). Maldonado ez 2/. (2011)
destacaron a este género como una fuente de witaes-
teroides, compuestos originados del terpeno, con bio-
actividades variadas y propiedades preventivas contra
el cancer. Physalis peruviana produce witanélido E y
4B-hidroxiwitandlido E, que se aplican como agentes
anticancerigenos y también tienen actividad antioxi-
dante (Xia et al., 2016; Barrientos et al., 2019).

Algunas especies del género Physalis son parte
de la cultura alimenticia de América Central y del
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Species of the genus Physalis are part of the
food culture in Central and North America, and it
is important to identify their state of conservation,
and to perform research about genetic diversity
and geographical distribution in order to promote
their use and conservation (Santiaguillo and Blas,
2009; Sarukhdn, et 4/, 2017). In the Northeast of
the state of Puebla, Mexico, a plant of this Physalis
genus grows wildly, its fruits are consumed by local
people and it is not identified. Thus, the objective of
this research was to identify the species of wild husk
tomato from the genus Physalis, and to establish a
method for propagation and cultivation.

MATERIAL AND METHODS
Plant material

Ripe fruits of Physalis were collected during September 2013
at San José Alchichica, a town of Tepeyahualco Municipality, in
Puebla.

In vitro germination

The seeds were separated from the fruit, washed with distilled
water and dried at room temperature for one week. One hundred
seeds were placed into 500 mL beaker with 2% extran solution
for 5 min. The seeds were sprayed three times with distilled
water, submerged with 7% ethanol for 30 s, and washed with
distilled water. Seeds were then placed in Benomilo (commercial
grade) solution for 20 min, under aseptic conditions using a
laminar flow hood (Alder-Mexico) and washed three times with
sterile distilled water; then seeds were placed in a 0.6% sodium
hypochlorite solution for 10 and 15 min and rinsed three times
with sterile distilled water. Seeds were submerged in Agrimicin
(commercial grade) solution during 5 min, and rinsed three
times with distilled water. In glass bottles with 50% Murashige
and Skoog (MS) culture medium (Murashige and Skoog, 1962),
seeds were placed in sterile conditions and after covering with the
lids, they remained 12 d in darkness at 25 + 1 °C. Afterwards,
they were subjected to photoperiod for 8 h in darkness and
16 h in light at 25 + 1 °C. The total amount of pathogen-free
seeds, plus germinated seeds were counted in order to obtain the

percentage of both contamination and germination.
Inducing multiple sprouts

Shoot sprouting was induced by placing nodal sections in

36 treatments with plant growth regulators: combination of IBA

Norte, y es importante identificar su estado de con-
servacién, asi como investigar su diversidad genéti-
ca y distribucién geogréfica para promover su uso y
conservacion (Santiaguillo y Blas, 2009; Sarukhdn, ez
al., 2017). Al noreste del estado de Puebla, México,
una planta del género Physalis crece de forma silves-
tre y, aunque la gente local consume sus frutos, la
planta no se ha identificado. Asi, el objetivo de esta
investigacién fue identificar la especie de tomatillo
del género Physalis y establecer un método para su
propagacién y cultivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Frutos maduros de Physalis se recolectaron en septiembre de
2013 en San José Alchichica, en el municipio de Tepeyahualco,
Puebla.

Germinacién in vitro

Las semillas se separaron de los frutos, se lavaron con agua
destilada y secaron a temperatura ambiente durante una semana.
Cien semillas se colocaron en un matraz de 500 mL con Extran
al 2% por 5 min. Luego, las semillas se rociaron tres veces con
agua destilada, sumergidas en etanol al 7% por 30 s y se lavaron
con agua destilada. Posteriormente, se colocaron las semillas en
una solucién de Benomilo (grado comercial) por 20 min bajo
condiciones asépticas usando una cabina de flujo laminar (Al-
der-México) y se lavaron tres veces con agua destilada. Luego se
colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.6% por
10 y 15 min y se enjuagaron tres veces con agua destilada esté-
ril. Las semillas se sumergieron en Agrimicin (grado comercial)
durante 5 min y se enjuagaron tres veces con agua destilada. En
frascos de vidrio con un medio de cultivo de Murashige y Skoog
(MS) al 50% (Murashige y Skoog, 1962), se colocaron semillas
en condiciones estériles y después de taparlas, permanecieron por
12 d en la oscuridad a 25 + 1 °C. Después fueron expuestas a un
fotoperiodo de 8 h en la oscuridad y 16 henlaluza 25 + 1 °C. La
cantidad total de semillas libres de patdgenos se contd, mis las
semillas germinadas, para obtener el porcentaje tanto de conta-

minacién como de germinacién.
Induccién de brotacién miltiple
El surgimiento de brotes se indujo al colocar secciones no-

dales en 36 tratamientos con reguladores del crecimiento vegetal:
una combinacién de IBA con Kin (0.0, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg
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with Kin (0.0, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg L"), and BAP (0.2,
0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg L"). For each treatment 20 explants
(nodes) were placed. After 12 and 25 d of cultivation, they were
counted for total sprouts in order to calculate the percentage of

response and average number of shoots per explant.
Induction by organogenesis

Induction of organogenesis was carried out with a factorial
arrangement of ANA (0.5 and 1.0 mg L"), with BAP (0.5 and
1.0 mg L"). Six explants from cotyledons and six from hypocotyls
were placed in each of the nine treatments. Shoots, calluses and
roots generated by hypocotyls and cotyledons as explants, were
evaluated as the response in each one of the treatments. The

experiment lasted 34 d.
Root induction

To induce root formation ANA, IBA and AIA at 0.2, 0.5,
1.0 y 1.5 mg L'! were evaluated. In each of the 12 treatments,
15 shoots between 1.2 and 2.0 cm high, were placed. After 25 d
of culture, the percentage of explants that formed root and the

average number of roots per explant were evaluated.
Acclimatization of the in vitro plants

The method was based on a hydroponic system with gradual
decrease in relative humidity, as reported by Ventura er al.
(2003). On 10 plastics containers (80 mL capacity), 20 mL of
nutritive Steiner solution were placed, and in each container an
in vitro-rooted plant was placed. The containers were covered
with an aluminum cap and a transparent polyethylene bag (11 x
21 cm). Each week, the temperature and relative humidity were
measured inside the container with a thermo-hygrometer which
was introduced through an orifice made at 5 cm from top of
the bag. To achieve acclimatization, every 3 d and during seven
weeks, an orifice of around 0.8 mm of diameter was drilled in the
polyethylene bag (ACME 857-Mexico); thus, the temperature
was maintained at 25 + 2 °C. Stomata conductance as mmol m?
sT was measurement with a leaf porometer (Decagon Devices
Inc., Model SC-1, USA) by placing the underside from upper
immature leaves and mature leaves of the plants on the sensor

plate.
Taxonomy study
This plant species was identified at the National Herbarium
(MEXU), Instituto Nacional de Biologia, under the Universidad

Auténoma de México. Two specimens, 40 cm long with flowers

and fruits, were collected at San José Alchichica. Each specimen
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L"), yBAP (0.2,0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg L"). Por cada tratamiento
se colocaron 20 explantes (nédulos). Después de 12 y 25 d de
cultivo, se contaron los brotes totales para calcular el porcentaje

de respuesta y promedio de brotes por cada explante.
Induccién por organogénesis

La induccién de la organogénesis se llevé a cabo con un
arreglo factorial de ANA (0.5 y 1.0 mg L), con BAP (0.5 y
1.0 mg L). Seis explantes de cotiledones y seis de hipocétilos se
colocaron en cada uno de los nueve tratamientos. Tallos, callos y
raices generadas por hipocétilos y cotiledones como explantes, se
evaluaron en respuesta a cada uno de los tratamientos. El expe-

rimento duré 34 d.
Induccién de raiz

Para inducir la formacién de raices, se evaluaron ANA, IBA
y AlA a 0.2, 0.5, 1.0 y 1.5 mg L. En cada uno de los 12 tra-
tamientos, se colocaron 15 tallos, de entre 1.2 y 2.0 cm de al-
tura. Después de 25 d de cultivo se evaluaron el porcentaje de
explantes que formaron raices, asi como el promedio de raices

por explante.
Aclimatacién de las plantas in vitro

El método se basé en un sistema hidropénico con una re-
duccién gradual en la humedad relativa, segin lo reportado por
Ventura ez al. (2003). En 10 contenedores pldsticos (capacidad
de 80 mL), se colocaron 20 mL de solucién nutritiva Steiner y
en cada contenedor se colocé una planta enraizada in vitro. Los
contenedores se cubrieron con una tapa de aluminio y una bolsa
de polietileno transparente (11 x 21 ¢cm). Cada semana se midie-
ron la temperatura y la humedad relativa dentro del contenedor
con un termohigrémetro, el cual se introdujo a través de una
perforacién realizada a 5 cm de la parte superior de la bolsa. Para
lograr la aclimatacién, cada 3 d durante siete semanas, se le per-
foraba un orificio con un didmetro de alrededor de 0.8 mm en
la bolsa de polietileno (ACME 857-Mexico); de esta forma, la
temperatura se mantuvo a 25 + 2 °C. La conductancia estomdtica
como mmol m?s” se midié con un porémetro foliar (Decagon
Devices Inc., Model SC-1, EE.UU.); se colocé el lado inferior
de las hojas inmaduras superiores y de las hojas maduras de la

planta en el sensor.
Estudio taxonémico
Esta especie vegetal se identificé en el Herbario Nacional

(MEXU), Instituto Nacional de Biologfa, de la Universidad

Auténoma de México. Dos especimenes, de 40 cm de largo con
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was prepared and placed on a sheet of paper (45 x 30 cm). All the
parts of plants were carefully extended and covered with a sheet
of paper with equivalent dimensions. The sheets of paper were
placed between two pieces of cardboard that were pressed with
a wooden grid which had the same dimensions as the cardboard
pieces. Then, after the cardboard sheets were tied together with
cord, more pressure was applied. The specimens were stored
in an herbarium for 48 h in order to identify them via the

corresponding protocols.
Statistical analysis

Means in the three replicates, + standard deviation, were
analyzed using a two-ways ANOVA, and the Mann-Whitney test
to compare stomata conductance from upper and lower leaves

during acclimatization of the iz vitro plants.
RESULTS AND DISSCUSION
In vitro germination

Pathogen-free seeds were obtained in 100%
(Figure 1a) and germination ratio was 79% (Figure
1b). Disinfestation method allowed 100% of
pathogen-free seeds.

Induction of multiple sprouting

All explants treated with 0.5 mg L' IBA presented
multiple sprouting. In none of the KIN treatments
was this percentage obtained, nor in its combination
with IBA. And when five concentrations of BAP
were used, 1.5 mg L' was the only concentration that
induced 100% sprouting (Table 1 and Table 2).

flores y frutos, fueron recolectados en San José Alchichica. Cada
espécimen se prepard y se colocé sobre una hoja de papel (45 x
30 cm). Todas las partes de las plantas se extendieron con cuida-
do y se cubrieron con otra hoja de papel de iguales dimensiones.
Las hojas de papel se colocaron entre dos piezas de cartén, las
cuales se comprimieron con una rejilla de madera con las mis-
mas medidas que los cartones. Después, las liminas de cartdn se
amarraron entre si con cuerda y se aplico mds presion sobre ellas.
Los especimenes se almacenaron en un herbario por 48 h para

identificarlos con los protocolos correspondientes.
Anilisis estadistico

Los promedios de las tres réplicas + desviacién estdndar se
analizaron por medio de un ANDEVA de doble via, y se usé
la prueba Mann-Whitney para comparar la conductancia esto-
mitica de las hojas de las partes superior e inferior de la planta

durante la aclimatacién de las plantas i vitro.
RESULTADOS Y DISCSION
Germinacioén iz vitro

Del total de las semillas obtenidas, 100% resul-
taron libres de patégenos (Figura 1a) y la tasa de
germinacién fue de 79% (Figura 1b). El método de
desinfeccién permitié obtener el 100% de semillas
libres de patégenos.

Induccién de brotacién multiple
Todos los explantes tratados con 0.5 mg L' de

IBA presentaron brotes multiples. En ninguno de los
tratamientos KIN se obtuvo este porcentaje, ni en

Figure 1. In vitro germination of Physalis aff rydbergii Fernald. A) seeds sown in culture medium after disinfestation, B) seedlings

from seed germination.

Figura 1. Germinacién in vitro de Physalis aff rydbergii Fernald. A) semillas sembradas en medio de cultivo después de

desinfeccién, B) plantulas de semillas germinadas.
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Table 1. Effect of the combination of concentrations of indolbutyric acid and kinetin in the induction of multiple

sprouting.
Cuadro 1. Efecto %ie la combinacién de concentraciones de 4cido indol butirico y kinetina en la induccién de brotes
multiples.
IBA K (mg L")
(mg L") 0.0 0.2 0.5 1.0 1.5 2.0

(A) ) (A) (B) (A) B) (A) (B) (A) (B) (A) (B)
0.0, 90 1.0 75 1.06 90 1.00 60 1.00 85 1.20 60 1.08
0.2, 90 0.9 60 1.16 70 1.20 85 1.35 85 1.35 85 1.11
0.5 ® 100 1.1 90 1.11 65 1.07 85 1.17 55 1.09 50 1.00
L0, 90 1.0 25 1.20 15 1.33 45 1.33 35 1.14 40 1.37
L5 90 1.0 40 1.12 5 1.00 15 1.00 70 1.07 55 1.00
2.0 75 1.02 45 1.11 35 1.00 45 1.33 35 1.14 65 1.07

IBA indolbutyric acid, K kinetin, A response rate, B number of buds per explant, Number inside parentheses. < IBA dcido

indol butirico, K kinetina, A tasa de respuestas, B ntimero de brotes por explante, Nimero entre paréntesis.

Table 2. Effect of benzyl amino purine in the induction of multiple sprouting.
Cuadro 2. Efecto de bencilaminopurina en la induccién de brotes miltiples.

BAP (mg L") Response (%) Total buds Average of buds / explant
0.0 95 27 1.4
0.2 60 14 1.1
0.5 90 24 1.3
1.0 90 28 1.6
1.5 100 26 1.3
2.0 60 12 1.0

BAP= Benzyl amino purine. ¢ BAP= Bencilaminopurina.

The control plants of the IBA and KIN
experiment and of the BAP treatment had 90 and
95%, respectively, of multiple sprouting so that the
propagation by nodes could be carried out without
the addition of growth regulators. Regarding in vitro
regeneration of the Solanaceae family, some of the best
efficiency occurs when the medium is supplemented
with cytokinins. In our research, the best response to
induce shoots was with MS medium supplemented
with 1.5 mg L' de BAP and 0.5 mg L' of IBA, as
growth regulators. The average number of shoots per
explant in all concentrations for Physalis aff rydbergii
Fernald were too low.

These results are similar to those obtained
by Chaves et al. (2005) in P peruviana L, which
showed 1.75 shoots by explant using a medium
supplemented with 0.3 mg L' BAP. Sheeba ez al.
(2015) and Otroshy ez al. (2013) used nodes culture,
and mixing 2.0 mg L' BAP and 0.25 mg L' IAA, as
well as 4 mg L' BAP, 1 mg L' Kin and 0.5 mg L
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su combinacién con IBA. Y cuando se usaron cinco
concentraciones de BAP, solo la concentracién de 1.5 mg
L indujo una germinacién de 100% (Cuadros 1y
2).

Las plantas testigo del experimento IBA y KIN y
del tratamiento BAP tuvieron 90 y 95%, respectiva-
mente, de brotes multiples, por lo que la propagacién
por nédulos podria llevarse a cabo sin aplicar regula-
dores de crecimiento. Respecto a la regeneracién in
vitro de especies de la familia Solanaceae, la eficien-
cia mejor ocurre cuando el medio se suplementa con
citoquininas. En nuestra investigacion, la respuesta
mejor de induccién de brotes fue con el medio MS
suplementado con 1.5 mg L' de BAP y 0.5 mg L
de IBA como reguladores del crecimiento. El nimero
promedio de brotes por explante en todas las con-
centraciones para Physalis aff rydbergii Fernald fue
demasiado bajo.

Estos resultados fueron similares a los obtenidos
por Chaves ez al. (2005) en P peruviana L, que pre-
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IBA, they obtained a rank of response of multiple
sprouting from 80 to 100% for P minima L. and P
peruviana L., respectively. However, a high response
of sprouting in regulator-free medium was observed;
which coincides with Rodriguez (2012) who used
Crasulaceae plants.

Organogenesis induction

Explants in the control group (treatment A)
showed no response due to absence of growth
regulators. But explants from hypocotyls and
cotyledons expressed organogenic response to NAA/
BAP regulators (Table 3). Cotyledon explants
showed an organogenesis response to shoots with
concentrations of 0.5 and 1.0 mg L' of BAP and
to roots with concentrations of 0.5 and 1.0 mg L™
of ANA. In both cases, the highest concentration
was which induced the greatest response. Callus
formation from cotyledon and hypocotyl occurred
mainly in treatments containing BAP, in combination
with 0.5 and 1.0 mg L and ANA. The treatment
induced shoot formation with 0.5 mg L' from both

sent6 1.75 brotes por explante usando un medio su-
plementado con 0.3 mg L' BAP. Sheeba ez al. (2015)
y Otroshy ez al. (2013) usaron un cultivo de nédulos
con una mezcla de 2.0 mg L' BAP con 0.25 mg L™
IAA, asi como 4 mg L' BAP, 1 mg L' Kin y 0.5 mg
L' IBA, y obtuvieron un rango de respuesta de brotes
multiples de 80 a 100% para P minima L.y P peru-
viana L., respectivamente. Sin embargo, se observé
una tasa alta de respuesta en brotacién en un medio
libre de reguladores; lo cual coincide con Rodriguez
(2012), quien usé plantas de Crasulaceae.

Induccién de organogénesis

Los explantes en el grupo testigo (tratamiento A)
no presentaron respuesta, debido a la ausencia de re-
guladores del crecimiento. Pero los explantes de hi-
pocétilos y cotiledones expresaron respuesta organo-
génica a los reguladores NAA/BAP (Cuadro 3). Los
explantes de cotiledones presentaron una respuesta
de organogénesis para brotes con concentraciones de
0.5y 1.0 mg L'' de BAP y para raices, con concen-
traciones de 0.5 y 1.0 mg L' de ANA. En ambos

Table 3. Effect of treatments with naphthalene acetic acid and benzyl aminopurine to induce
organogenesis from hypocotyl and cotyledon as explant.
Cuadro 3. Efecto de tratamientos con 4cido naftalenacético y bencilaminopurina para inducir
organogénesis a partir de hipocétilo y cotiledén como explantes.

Explants Treatments Buds (%) Callus (%) Roots (%)
Hipocotyl A 0 0 0
“ B 0 33 0
« C 0 66 0
« D 0 100 0
« E 16 100 0
“ F 0 83 0
« G 0 100 16
« H 0 100 0
« I 0 100 0
Cotyledon A 0 0 0
“ B 33 16 0
« C 50 33 0
« D 0 0 33
“ E 0 100 0
« F 0 100 0
« G 0 0 100
« H 0 100 0
“ I 0 100 0

Treatments (NAA/BAP, mg L) = A= 0.0/00, B = 0.0/0.5, C=0.0/1.0, D = 0.5/0.0, E = 0.5/0.5, F=
0.5/1.0, G = 1.0/0.0, H = 1.0/0.5, I = 1.0/1.0. < Tratamientos (NAA/BAP, mg L") = A= 0.0/00, B
=0.0/0.5, C=0.0/1.0, D = 0.5/0.0, E = 0.5/0.5, F= 0.5/1.0, G = 1.0/0.0, H = 1.0/0.5, I = 1.0/1.0.
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growth regulators, but root formation was due only
to the treatment with 0.5 mg L' of ANA. BAP in
the culture medium induced callus formation, but
the highest responses occurred in combination with
ANA. There was a higher percentage of shoots with
C treatment and 1.0 mg L' BAP in cotyledon as
explant; thus, this treatment was better for in vitro
propagation of Physalis plant for shoot induction
using 50% MS medium (Table 3).

The best morphogenetic response to induce
shoots was obtained using cotyledons as explant after
34 d of culture, with 50 vs. 16% from hypocotyls
as explant. This was attributed to the difference in
anatomy traits between both explants. Contreras and
Almeida (2003) reported morphogenesis induction
from hypocotyls and cotyledons of Physalis ixocarpa
L., using BAP, IAA and Zeatin as growth regulators
in the MS medium. However, their results of shoots
induction do not agree with our research, since they
had a better response by using hypocotyls as explant;
66 shoots using Zeatine, and 44 shoots when mixing
BAP and IAA; and a lower response with cotyledons
as explant, with 54 shoots in the culture with Zeatine,
and 36 shoots using BAP and IAA as regulators.
Hence, Zeatine was the better cytoquinine to induce
bud formation for both explants (cotyledon and
hypocotyls), in contrast to the combination of BAP
and TAA.

Andrade-Rodriguez et al. (2005) mixed 1.5
mg L' of BAP and IAA, and reported 70% bud
formation from hypocotyls of CHFI-Chapingo
variety, and a yield of 20.8 shoots per explant after
21.1 d of culture. Otroshy ez al. (2013) reported
leaves with nodes from P peruviana L., in medium
supplemented with BAP and Kin; callus formation
was dependent on the NAA concentration and their
combination with BAP.

Root induction

Response in shoot induction and average number
of roots per explant existed in 12 treatments with
different growth regulators (Table 4). Data was
registered after 25 d since the start of each experiment;
afterwards, the growth of the roots was stopped.
No secondary roots were formed because the roots
augmented. A cottony appearance and large size of
the roots was gradually observed. Higher percentages

of root formation were observed with treatments 0.5 mg
L' IBA and 0.2 mg L' AIA. However, 0.5 mg L™
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casos, la concentracién mds alta fue la que indujo la
respuesta mayor. La formacién de callo en hipocéti-
los y cotiledones ocurrié principalmente en los tra-
tamientos con BAD, en combinacién con 0.5 y 1.0
mg L' de ANA. El tratamiento indujo la formacién
de brotes con 0.5 mg L' de ambos reguladores del
crecimiento, aunque la formacién de la raiz solo se
debié al tratamiento con 0.5 mg L' de ANA. BAP
en el medio de cultivo indujo la formacién de callo,
pero las respuestas mayores ocurrieron en combina-
cién con ANA. Un porcentaje mayor de brotes se ge-
nerd con el tratamiento Cy 1.0 mg L' de BAP con
el cotiledén como explante. Asi, este tratamiento fue
el mejor para la propagacién iz vitro de la planta de
Physalis con induccién de brotes en el medio MS al
50% (Cuadro 3).

La respuesta morfogénica mejor para inducir bro-
tes se obtuvo al usar los cotiledones como explantes
después de 34 d de cultivo, con 50 vs. 16% a par-
tir de hipocétilos como explante. Esto se atribuyé a
la diferencia en los rasgos anatémicos entre ambos
explantes. Contreras y Almeida (2003) reportaron
induccién morfogénica de hipocétilos y cotiledo-
nes en Physalis ixocarpa L., con BAP, IAA y Zeatina
como reguladores del crecimiento en el medio. Sin
embargo, los resultados obtenidos por dichos autores
para la induccién de brotes no coinciden con nuestra
investigacion, ya que ellos obtuvieron una respuesta
mejor al usar hipocétilos como explantes; 66 brotes
con Zeatina y 44 con la mezcla BAP e [AA; asi como
una respuesta menor al usar cotiledones como ex-
plantes, con 54 brotes en el cultivo con Zeatina y 36
con BAP e TAA como reguladores. Por consiguiente,
Zeatina fue la mejor citoquinina para inducir la for-
macién de brotes para ambos explantes (hipocétilos
y cotiledones), en contraste con la combinacién de
BAP e IAA.

Andrade-Rodriguez et al. (2005) mezclaron 1.5 mg
L" de BAP e IAA y documentaron una formacién de
brotes de 70% de hipocétilos de la variedad CHFI-
Chapingo, asi como un rendimiento de 20.8 brotes
por explante después de 21.1 d de cultivo. Otroshy ez
al. (2013) reportaron hojas con nédulos de P peru-
viana L. en un medio suplementado con BAP y KIN;

la formacién de callos dependié de la concentracién
de NAA y su combinacién con BAP.

Induccién de raices

En los 12 tratamientos con diferentes reguladores
del crecimiento existié respuesta en la induccién de
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Table 4. Effect of the concentration of auxin types on root
formation (%).
Cuadro 4. Efecto de la concentracién de tipos de auxinas en
la formacién de raiz (%).

mg L NAA (%) IBA (%) IAA (%)
0.0 47 - -
0.2 60 60 73
0.5 67 80 47
1.0 13 47 67
1.5 20 33 27

NAA= Naphthalene acetic acid; IBA= Indol butyric acid; IAA=
Indol acetic acid. + NAA= Acido naftaleno acético; IBA= Acido
indol butirico; [AA= Acido indol acético.

IBA obtained the higher response to root formation
(= 80%), and the average counted of roots per
explant was four (Figure 1d). This number showed
no significant differences among treatments (Figure
2).

Auxins in culture medium can promote the
formation of roots. In our research there were three
auxins and only 0.5 mg L' IBA induced 80%
root formation, which is similar to results showed

Root by explant
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raiz y en el promedio de raices por explante (Cuadro
4). Los datos se registraron 25 d después del inicio de
cada experimento; después, el crecimiento de las rai-
ces se detuvo. Tampoco se formaron raices secunda-
rias porque aumentaran las raices. Una apariencia al-
godonosa y tamano grande se observé de manera gra-
dual en las raices. Porcentajes mayores de formacién
radical se observaron con los tratamientos 0.5 mg
L' IBAy 0.2 mg L' AIA. Sin embargo, 0.5 mg L' de
IBA obtuvo la respuesta mds alta en la formacién de
raices (=~ 80%) y el promedio de raices contabilizadas
por explante fue de cuatro (Figura 1d). Este nimero
no presentd diferencias significativas entre tratamien-
tos (Figura 2).

Las auxinas pueden promover la formacién de rai-
ces en un medio de cultivo. En nuestra investigacién
hubo tres auxinas y solo 0.5 mg L' IBA indujo el
80% de formacién de raices, lo cual fue similar a los
resultados obtenidos por Otroshy ez al. (2013), quie-
nes encontraron una formacién de raices de 100%
con 0.5 mg L'y 1.0 mg L' de IBA en P peruviana
L. El crecimiento en cultivos libres de reguladores
presentd una respuesta de 47% en formacion radical,
similar a los resultados reportados por Contreras y

0.2 0.5

NAA, IBA and IAA (mg L")

Figure 2. Average of roots per explant, with NAA (Hl), IBA ((J), IAA () and control (). There was no statistical difference

(p>0.05).

Figura 2. Promedio de raices por explante, con NAA (Hl), IBA (J), IAA (KJ) y testigo (E). Sin diferencia estadistica (p>0.05).
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by Otroshy er al. (2013) who found 100% root
formation with 0.5 mg L' and 1.0 mg L' of IBA
in P peruviana L. Growth in regulators-free cultures
showed a response of 47% in root formation, similar
to the results reported by Contreras and Almeida
(2003) and by Montiel ez 4/ (2011), who did not
use regulators to induce rooting in P ixocarpa L. and
P peruviana L., respectively. This could be related
to concentration of salts in the 50% MS medium,

because no response was observed using 100% MS
medium (Montiel e al., 2011).

Acclimatization

During seven weeks of acclimatization, the
temperature and the relative humidity decreased
inside the bag used to cover the plants. The difference
between the initial data and the final data was 7.0 °C,
and a difference of 19% for relative humidity (Figure
3). The stomatal conductance of leaves from the
bottom of the plant showed a trend to decrease with
values higher than 500 mmol m*s™ during the first

Almeida (2003) y por Montiel ez al. (2011), quienes
no usaron reguladores para inducir el enraizamiento
en P ixocarpa L.y P peruviana L., respectivamente.
Esto podria estar relacionado con la concentracién de
sales en el medio MS al 50%, ya que no se observd

respuesta al usar un medio MS al 100% (Montiel ez
al., 2011).

Aclimatacién

Durante siete semanas de aclimatacién, la tempe-
ratura y la humedad relativa disminuyeron dentro de
las bolsas usadas para cubrir las plantas. La diferencia
entre el dato inicial y el final fue de 7.0 °C, y para
la humedad relativa, una diferencia de 19% (Figu-
ra 3). La conductancia estomdtica de las hojas de la
parte inferior de la planta presenté una tendencia a
la reduccién, con valores mayores a 500 mmol m?s™
durante las tres primeras semanas de aclimatacién y
117.48 mmol m?s™ al final del proceso, mientras que
las hojas de la parte superior de la planta no mostra-
ron ese comportamiento.
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Figure 3. Record of the temperature inside the plastic bag that is covering the plant () and the percentage of the temperature

and relative humidity of the environment (-).

Figura 3. Registro de la temperatura dentro de la bolsa pldstica que cubre la planta ((J) y porcentaje de temperatura y humedad

relativa del ambiente (-).
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three weeks of acclimatization, and 117.48 mmol m?
s at the end of the process; while the leaves of the
upper part of the plant showed no such behavior.

At the beginning and at the end of the
acclimatization stage, conductance recorded was
100 mmol m?s', with the highest value (238.23
mmol m?s”) in the fourth week (Figure 4). In both
types of leaves there was a high interval of standard
deviations, with a statistically significant difference in
the first two weeks. During acclimatization, seedlings
have high transpiration rates due to iz vitro culture,
and their stomata do not regulate opening and
closing (Teixeira ez al., 2017). In our research, the
behavior of the stomatal conductance in lower leaves
indicates that there was a gradual regulation in the
opening and closing of stomata, in such a way that as
air enters with a lower concentration of water vapor,
the conductance decreases.

Seon et al. (2000) reported a decrease in stomatal
conductance during the process of acclimatization
of Rehmannia glutinosa. The small variation of the
stomatal conductivity observed during seven weeks of

1000

800

600 /

Stomata conductance (mmol/m? s)

Al principio y la final de la etapa de aclimatacién,
la conductancia registrada fue de 100 mmol m?s™,
con el valor mds alto (238.23 mmol m?s?') en la
cuarta semana (Figura 4). En ambos tipos de hojas
hubo un intervalo alto de desviaciones estdndar, con
una diferencia estadistica significativa en las primeras
dos semanas. Durante la aclimatacién, las pldntulas
muestran tasas altas de transpiracién debido al cul-
tivo in vitro y los estomas no regulan su apertura y
cierre (Teixeira et al., 2017). En nuestro estudio, el
comportamiento de la conductancia estomdtica en
las hojas inferiores indica que hubo una reduccién
gradual en la apertura y cierre de los estomas; de tal
forma que, a medida que entra el aire con una con-
centracién menor de vapor de agua, la conductancia
disminuye.

Seon et al. (2000) consignaron una reduccién
en la conductancia estomdtica durante el proceso de
aclimatacién de Rehmannia glutinosa. La pequena
variacién de la conductividad estomdtica observada
durante siete semanas de aclimatacién en las hojas
superiores puede deberse a la falta de regulacién en

400 1 T
0
1 2 3 4 5 6 7
Weeks

Figure 4. Behavior of the stomata conductance from lower (solid line) and upper leaves (dashed line) when applying Mann-

Whitney test (p=0.017).

Figura 4. Comportamiento de la conductancia estomdtica de hojas inferiores (linea continua) y superiores (linea punteada) al

aplicar la prueba Mann-Whitney (p=0.017).
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acclimatization in upper leaves may be due to the lack
of regulation in the stomatal opening. The difference
in conductance values with those recorded in lower
leaves could be due to their lower development, with
lower stomatal density or smaller stomatal size, or
both. Noé and Bonini (1996) reported the anatomical
changes in high bush blueberry leaves (Vaccinium
corymbosum) cv. ‘Bluetta’ during the air conditioning
process. Therefore, there are changes in the shape of
palisade cells from circular to rectangular, double the
number of palisade cell layers, and a decrease in the
stomatal density.

Identification of Physalis

According to the National Herbarium in Mexico
(MEXU), Physalis was identified as a species that
belongs to subgenera Rydbergis Hendrych from section
Rydbergae M. Martinez, which has two species: 2
minimaculata Waterf and P rydbergii Fernald. Thus,
this species was identified as P aff rydbergii Fernald,
an herbal plant and perennial characterized by
its indumenta of simple trichomes that could be
glandular or not. Their flowers stand apart from
each other, the corolla is yellow and rotated with
dark macules (Figure 5A). Receptacle of the fruit is
spherical (Figure 5B).

las aperturas estomdticas. La diferencia en valores de
conductancia con los registrados en las hojas infe-
riores puede deberse a su desarrollo menor, con una
densidad estomdtica menor o al tamafno mds pequeno de
los estomas, 0 ambos. Noé y Bonini (1996) informaron
los cambios anatémicos en hojas de mora azul (Va-
ccinium corymbosum) cv. ‘Bluetta’ durante el proce-
so de aclimatacién. Por lo tanto, existen cambios en
la forma de las células en empalizada de circular a
rectangular, se duplica el nimero de capas de células
empalizadas y se reduce la densidad estomatica.

Identificacién de Physalis

De acuerdo con el Herbario Nacional de Méxi-
co (MEXU), Physalis se identificé como una especie
perteneciente a los subgéneros en Rydbergis Hendrych
de la seccién Rydbergae M. Martinez, que tiene dos
especies: P minimaculata Waterf'y P rydbergii Fer-
nald. Asi, esta especie se identific6 como P aff ryd-
bergii Fernald, una planta herbdcea y perenne, carac-
terizada por su indumento de tricomas simples, que
pueden ser glandulares o no. Sus flores sobresalen las
unas de las otras, la corola es amarilla y rodeada de

madculas oscuras (Figura 5A). El cdliz del fruto es es-
férico (Figura 5B).

Figura 5. Physalis aff rydbergii Fernald A) Flower, B) fruit.
Figura 5. Physalis aff rydbergii Fernald A) Flor, B) Fruto.
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CONCLUSIONS

The species of Physalis growing in Puebla, Mexico,
was identified as Physalis aff rydbergii Fernald. In
vitro propagation was established by the cultivation
of nodes and induction of organogenesis in
cotyledons. The greatest response in root formation
was obtained with indole butyric acid. At the end of
acclimatization, the stomatal conductance of lower
and upper leaves tended to be the same.
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RESUMEN

En México es poco comtn la formulacién de productos panifica-
dos desde harinas de maiz (Zea mays) adicionadas con harinas de
otros cereales, leguminosas, oleaginosas o frutos secos o ambos,
con el propésito de obtener productos con propiedades senso-
riales o nutricias mejoradas. En esta investigacién se evaluaron
las propiedades sensoriales, textura y grado de aceptacién, de l3-
minas panificadas (conocidas en México como totopos) con una
base de harina de cinco razas de maiz y harina integral de ajonjoli
(Sesamum indicum) como aditivo en las proporciones 20:0, 19:1,
18:2, 17:3. Las propiedades de efecto crujiente, frescura y dureza
se evaluaron mediante el andlisis cuantitativo y cualitativo de los
patrones de esfuerzo (TPA), mientras que el grado de aceptacién
se evalud por un panel no entrenado. El disefio experimental fue
factorial con dos factores y tres repeticiones por nivel (n=60). Las
diferencias entre medias se evaluaron con la prueba de Tukey
(p=0.05). Las masas panificables evaluadas presentaron diferen-
cias en las propiedades sensoriales, efecto crujiente y frescura, en
una relacién de harina de maiz:harina de ajonjoli17:3 (p/p). El
grado de aceptacion de los productos panificados no cambié con

ninguna proporcién de harina mixta.

Palabras clave: harinas mixtas panificables, Sesamum indicum,

Zea mays, ldminas panificables, propiedades sensoriales.
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ABSTRACT

In Mexico, the formulation of baked goods from maize (Zea
mays) flours added with flours from other cereals, legumes,
oilseeds or dry fruits or both is not very common, with the
purpose of obtaining products with improved sensory or
nutritional properties. In this study, the sensory properties,
texture and degree of acceptance were evaluated, of baked chips
(known in Mexico as totopos) with a base of flour from different
maize landraces to which different proportions of whole sesame
(Sesame indicum) flour were added as additive. The properties of
crunch effect, freshness and hardness were evaluated through the
quantitative and qualitative analysis of the effort patterns (TPA),
while the degree of acceptance was evaluated by an untrained
panel. The experimental design was factorial with two factors and
three repetitions per level (n=60). The means differences were
evaluated with the Tukey test (p=<0.05). The different baking
doughs assessed presented differences in the sensory properties,
crunch effect and freshness; in a flour rate of maize flour:sesame
flour of 17:3 (w/w). The degree of the baked goods did not

change with any proportion of flour mix.

Key words: mixed baking flours, Sesamum indicum, Zea mays,

baked chips, sensory properties.
INTRODUCTION

aize (Zea mays) is the main cereal plant

in Mexico (SAGARPA, 2017). In the

central-south part of the republic, maize
consumption is the main caloric source in the daily
diet.
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INTRODUCCION

| maiz (Zea mays) es el principal cereal cultiva-

do en México (SAGARPA, 2017). En la parte

centro-sur de la reptblica el consumo de maiz
es la principal fuente calérica en la ingesta diaria.

La panificacién es el proceso de coccién de una
masa con base en harina de trigo, harinas de semi-
llas comestibles, o sus mezclas; y agua. Los productos
pueden contener sal y levadura comestibles (DOF,
1999). Una prictica comtn en la panificacién es el
uso de aditivos para mejorar las propiedades de la
masa, incrementar la calidad o mejorar las propieda-
des nutricionales de los productos panificados (Ma-
mat y Hill, 2014).

En México se producen alrededor de 1425 t anua-
les de ajonjoli (Sesamum indicum) que se destinan a la
obtencién de aceite, como complemento en piensos
dietarios en actividades pecuarias, y en menor grado,
para elaborar productos alimenticios enriquecidos
(SIAP, 2018). El ajonjoli es una oleaginosa cuyo con-
tenido de aceite es 42 a 54% del peso seca de la se-
milla; ademds tiene 22 a 25% de proteina (Yoshida ez
al., 2007). La fraccién del aceite contiene 90 a 96%
de triacilgliceroles y 2 a 3% de fosfolipidos, y es resis-
tente al deterioro oxidativo debido a la presencia de
sesamol, sesaminol y diversos tocoferoles (Hemalatha
y Ghafoorunissa, 2004).

La presencia de dcidos grasos, en su mayoria po-
liinsaturados, y de aminodcidos esenciales en la hari-
na de ajonjoli, la convierte en un aditivo con gran po-
tencial en la industria de los productos panificados.
El cambio en las propiedades sensoriales derivado de
la mezcla de harinas de cereales y ajonjoli puede in-
fluir positivamente en la aceptacion del producto, si
los atributos sensoriales son similares a los de pro-
ductos panificados tradicionales. Los atributos senso-
riales como dureza, frescura y efecto crujiente tienen
una correlacién significativa con percepciones de ali-
mentos de alta calidad y aceptacién (Mallikarjunan,
2004). La dureza se define como el efecto sensorial
relacionado con la fuerza o presién ejercida al mo-
mento de masticarlos (Luyten ez /., 2004; van Vliet
et al., 2007). La frescura es el pardmetro sensorial
mas versatil en alimentos, se relaciona con el atributo
de dureza, pero su adecuada interpretacién depende
del tipo de producto evaluado y de multiples con-
sideraciones culturales relacionadas con su consumo
(Saeleaw y Schleining, 2011). El efecto crujiente es
un atributo sensorial asociado con el efecto sonoro
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Baking is the cooking process of a dough based
on wheat flour, edible seeds flours, or their mixture;
and water. The products can contain salt and edible
yeast (DOF 1999). A common practice in the
baking industry is the use of additives to improve
the properties of the dough, increase the quality,
or improve the nutritional properties of the baked
goods (Mamat and Hill, 2014).

In Mexico around 1 425 t of sesame (Sesamum
indicum) are produced annually, which are destined
to obtaining oil, as supplement in feeds for livestock
activities, and to a lesser degree, in the elaboration
of enriched food products (SIAP, 2018). Sesame is
an oilseed with high oil content, which represents
between 42 and 54% of the dry weight of the seed; in
addition, it contains between 22 to 25% of protein
(Yoshida ez al., 2007). The oil fraction is made up
primarily of triglycerides (between 90 to 96%) and
phospholipids (between 2 to 3%); and it is resistant
to oxidative deterioration due to the presence of the
sesamol, the sesaminol and different tocopherols
(Hemalatha and Ghafoorunissa, 2004).

Thepresenceoffattyacids, mostly polyunsaturated,
and of essential amino acids in sesame flour, makes
it an additive with great potential in the industry
of baked goods. The change in sensory properties
derived from the mixture of cereal flours and sesame
can have a positive influence on the acceptance of
the product, as far as the sensory attributes are, at
least, similar to the ones that can be appreciated
in the traditional baked goods. Sensory attributes
like hardness, freshness and crunch effect were
significantly correlated with perceptions of foods
with high quality and acceptance (Mallikarjunan,
2004). Hardness was defined as the sensory effect
related to the force or pressure exerted at the moment
of chewing (Luyten er al, 2004; van Vliet er al.,
2007). Freshness was described as the most versatile
sensory parameter in foods; it is related with the
attribute of hardness, but its adequate interpretation
depends on the type of product assessed and on
multiple cultural considerations related to their
consumption (Saeleaw and Schleining, 2011). The
crunch effect is a sensory attribute associated with
the sound effect when chewing, and it is related
with the intake of toasted or fried goods (Pedreschi
and Moyano, 2005; Thanatuksorn ez al., 2007); the
presence or absence of the crunch effects influences
significantly the acceptance and purchase of the final
product (Mallikarjunan, 2004).
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al masticar, y se relaciona con la ingesta de produc-
tos tostados o fritos (Pedreschi y Moyano, 2005;
Thanatuksorn et al., 2007); la presencia o ausencia
del efecto crujiente tiene influencia significativa en
la aceptacién y adquisicién del producto final (Ma-
llikarjunan, 2004).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las
propiedades sensoriales, textura y grado de acepta-
cién de ldminas panificadas con una mezcla de harina
de variedades de maiz adicionada con harina integral
de ajonjoli como aditivo. La hipétesis fue que el uso
de harina de ajonjoli como aditivo en masas panifica-
bles con base en harina de variedades de maiz modi-
fica las propiedades sensoriales de dureza, frescura y
efecto crujiente en los productos panificados.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Cinco muestras se seleccionaron de dos razas de maiz nativo:
zapalote chico, bolita azul, bolita morado, bolita rojo y bolita
amarilla para su evaluacién. Las semillas se adquirieron de pro-
ductores rurales del municipio de la Villa de Zaachila (16° 57°
04.3” N; 96° 45’ 00.1” O), y del municipio de Tehuantepec (16°
19’ 36.6” N; 95° 11’ 57.4” O), en el estado de Oaxaca, México.
La semilla de ajonjoli de la variedad Instituto 71 (var. Tehuante-
pec III) proveniente del ciclo otofio-invierno 2017, se adquirié
de productores del distrito de San Blas Atempa, municipio de

Tehuantepec (16° 19” 36.6” N; 95° 11 57.4” O).
Preparacién de la harina de maiz
Remocidén del pericarpio

Un kilogramo de maiz se coci6é en 1 L de una solucién de
hidréxido de calcio (Fermont) al 10% (p/v) 2 92 °C por 1 h. Los
granos cocidos se drenaron y lavaron dos veces con agua destilada
(Fermont). La masa drenada se deshidraté en un secador convec-
tivo (Excalibur D900TB, EUA) a 70 °C por 24 h hasta alcanzar
un porcentaje de humedad menor al 10% (base seca). El material
seco se molié en un molino de cuchillas (Boou Bo-800S1, Chi-
na) hasta obtener material granulado, el cual se tamizé en malla

#60 hasta tener particulas de tamafio <0.25 mm.
Preparacién de la harina de ajonjoli
Los granos de ajonjoli se lavaron con agua destilada (Fer-

mont) y se molieron en molino de cuchillas (Boou Bo-800S1,

China) hasta obtener una masa de consistencia homogénea.

The objective of this study was to evaluate the
sensory properties, texture and degree of acceptance,
of baked chips with a mixture of flours from different
maize varieties added with whole sesame flour as
additive. The hypothesis was that the use of sesame
flour as additive in baking doughs with a base of flour
from different maize varieties modifies the sensory
properties of hardness, freshness and crunch effect in

baked goods.
MATERIALS AND METHODS
Plant material

Five different samples were selected from two maize races,
zapalote chico, bolita azul, bolita morado, bolita rojo, and bolita
amarilla for their assessment. The seeds were obtained directly
from rural producers in the county of Villa de Zaachila (16° 57’
04.3” N; 96° 45’ 00.1” W), and the county of Tehuantepec (16°
19’ 36.6” N; 95° 11’ 57.4” W), in the state of Oaxaca, Mexico.
The sesame seed of the variety Instituto 71 (var. Tehuantepec I1I)
from the fall-winter cycle 2017 was obtained from producers in
the district of San Blas Atempa, county of Tehuantepec (16° 19’
36.6" N; 95° 11’ 57.4” W).

Maize flour preparation
Removal of the pericarpium

A kilogram of maize was cooked in a liter of a 10% (w/v)
of calcium hydroxide solution (Fermont) at 92 °C for 1h. The
cooked grains were drained and washed twice with distilled water
(Fermont). The drained mass was dehydrated in a convection
drier (Excalibur D900TB, USA) at 70 °C for 24 h, until reaching
a percentage of moisture under 10% (dry base). The dry material
was ground through a blade mill (Boou Bo-800S1, China) until
obtaining granulated material. The granulated material was
sieved through a #60 mesh until obtaining particles of size <
0.25 mm.

Sesame flour preparation
The sesame grains were washed with distilled water
(Fermont) and ground in a blade mill (Boou Bo-800S1, China)
until obtaining dough of homogeneous consistency.
Baking mixed flour preparation
Different rates of maize flour (MF) and whole sesame flour

(SF) were assessed, with addition of sesame flour in rates of 20:0
(w/w) to 10:10 (w/w).

SANTOS-LOPEZ ¢z al. 875
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Preparacidén de la harina mixta panificable

Cuatro relaciones de harina de maiz (HM) y de harina in-
tegral de ajonjoli (HA) se evaluaron con adiciones de harina de
ajonjoli en relaciones de 20:0 (p/p) hasta 10:10 (p/p).

La harina mixta se hidraté con agua destilada (Fermont) y se
homogenizé mediante agitacién mecdnica durante 15 min. A la
masa panificable resultante se le adicioné goma xantana (Sigma-
Aldrich), 1.5% (p/p), como aditivo para mejorar las propiedades
viscoeldsticas.

La mezcla se formé después en ldminas de masa de 2 mm de
espesor y de 12 cm de didmetro; para cocerse en horno convecti-

vo (Oster TSSTTVRBO04, EUA) a 230 °C durante 7 min.
Cuantificacién de color

El color se evalué usando coordenadas CIE La*b* con un es-
pectrofotémetro y una geometria 45°/0 (Hunter—-Lab MiniScan
4500L, EUA).

Para evaluar la combinacién de la harina de maiz-ajonjoli,
las diferencias de color fueron determinadas con la ecuacién 1

(Sharma, 2018).

AE=[(L-Ly +(a-a) +(b- b))

donde, AE diferencia total de color; Ly luminosidad del pro-
ducto panificado sin adicién de harina de ajonjolf; Z: luminosi-
dad del producto panificado adicionado con harina de ajonjoli;
a,: color en la regién roja de las liminas panificadas sin adicién
de harina de ajonjoli; 2: color en la regién roja del producto pa-
nificado adicionado con harina de ajonjoli; 4,: color en la regién
azul de las ldminas panificadas sin adicién de harina de ajonjoli;
b: color en la regién azul del producto panificado adicionado con

harina de ajonjoli.
Evaluacién de los atributos sensoriales

La dureza, la frescura y el efecto crujiente de las ldminas
panificadas se evaluaron con un analizador de textura de doble
compresién (Lloyd Instruments LS series, EUA) equipado con
una sonda cilindrica de acero de 10 mm de didmetro. Un anilisis
de perfil de textura (TPA) se realizé para cuantificar los atributos

sensoriales de las [dminas panificadas.

Evaluacién sensorial por panel de degustacién
La evaluacién se realizé con 30 panelistas de 20 a 35 afios de
edad. Cada panelista evalué muestras al azar debidamente codi-
ficadas. La evaluacién sensorial registré el grado de aceptacion

en una escala heddnica de diez puntos; en la cual el valor de 1,
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The mixed flour was hydrated with distilled water (Fermont)
and was homogenized through mechanical agitation during
15 min. The resulting baking dough was added with xanthan
gum (Sigma-Aldrich) 1.5% (w/w), as additive to improve the
viscoelastic properties.

The mixture was formed later into dough chips of 2 mm
thickness and 12 cm diameter, to be cooked in a convection oven

(Oster TSSTTVRBO04, USA) at 230 °C during 7 min.
Color quantification

The color was evaluated using CIE La*b* coordinates
with a spectrophotometer and a 45°/0 geometry (Hunter—Lab
MiniScan 4500L, EE.UU.).

To evaluate the combination of maize-sesame flour, the color

differences were defined with Equation 1 (Sharma, 2018).

AE,=[(L- L} +(a-a) +(b- o))"

Where: AE total color difference; Ly luminosity of the baked
good without adding sesame flour; Z: luminosity of the baked
good with sesame flour addition; a; color in the red region of
baked chips without adding sesame flour; #: color in the red
region of the baked goods with sesame flour addition; bO: color in
the blue region of the baked chips without adding sesame flour;
b: color in the blue region of the baked goods with sesame flour

addition.
Assessment of sensory attributes

‘The hardness, freshness and crunch effect of baked chips were
evaluated with a double compression texture analyzer (Lloyd
Instruments LS series, USA) equipped with a steel cylindrical
probe of 10 mm diameter. A texture profile analysis (TPA) was

carried out to quantify the sensory attributes of the baked chips.
Sensory assessment by a tasting panel

The evaluation was carried out with 30 panelists in an age
interval of 20-35 years. Every panelist evaluated properly codified
random samples. The sensory evaluation recorded the degree of
acceptance in a hedonic scale of ten points, where the value of
1 indicated an extreme dislike, and the value of 10 indicated

extreme like.
Experimental design and statistical analyses

A factorial statistical analysis of the data obtained was carried

out. The factors evaluated were maize variety and proportion of



CARATERIZACION SENSORIAL DE LAMINAS PANIFICADAS DE HARINA DE MAIZ EN RESPUESTA A MEZCLAS CON HARINA DE AJONOJLI

indicé un disgusto extremo; y el valor de 10, indicé un gusto

extremo.
Disefio experimental y andlisis estadisticos

Con los datos obtenidos se realizé un andlisis estadistico
factorial completamente al azar. Los factores evaluados fueron la
variedad de maiz (5 niveles) y la proporcién de harina de ajonjoli
adicionada en la mezcla (4 niveles). Los datos se analizaron con
un ANDEVA de una via y las diferencias entre los valores prome-
dio se analizaron con la prueba de Tukey (p=<0.05). El andlisis
sensorial por panel de degustacién se analizé6 con un ANDEVA
de Friedman y de Kruskal-Walis. El andlisis estadistico se efectud

con el programa Statistica ver. 7.0 (Statsoft, 2004).
RESULTADOS Y DISCUSION

La raza zapalote chico se cataloga como una raza
de grano suave, caracterizada por una mayor propor-
cién de amilosa en los grianulos de almidén, un alta
concentracién de proteinas, y la presencia de una
mayor concentracién de dcidos grasos; mientras que
la raza bolita se considera como una raza de dureza
intermedia, y el tamano de las granulos de almidén
(predomina amilopectina) y el contenido de aceite
estdn en valores intermedios; ambas razas exhiben
propiedades deseables en la conformacién de pro-
ductos panificables, tortillas y totopos (CONABIO,
2010). Las diferencias en el tamafio de los grdnulos
de almidén, la relacién amilosa:amilopectina y la
concentracién de lipidos nativos en el grano se ha
correlacionado con el comportamiento viscoeldstico
de masas nixtamalizadas de razas de maiz (Agama-
Acevedo et al., 2011; Contreras-Jiménez, 2013; Con-
treras-Jiménez, 2015%); pero existe poca informacién
del efecto de estas variables en las propiedades senso-
riales de los productos panificados.

Las masas panificables conformadas por harinas
de maiz:harina de ajonjoli (HM:HA) en relaciones
superiores a 17:3 (p/p) exhibieron atributos pobres
de elasticidad y generaron ldminas panificadas irre-
gulares y fragiles, por lo cual no fue posible evaluar
formulaciones por encima de esta relacién. Este com-
portamiento se explica por la presencia de dcidos grasos
polares, triacilgliceroles y fosfolipidos, correlaciona-
dos con cambios indeseados en la viscoelasticidad en

sesame flour added in the mixture. The data were analyzed with
one-way ANOVA and the differences between the average values
were analyzed with the Tukey test (p=<0.05). The sensory analysis
by tasting panel was analyzed with a Friedman and Kruskal-
Walis ANOVA. The statistical analysis was carried out with the
Statistica ver. 7.0. software (Statsoft, 2004).

RESULTS AND DISCUSSION

The Zapalote chico landrace is cataloged
as a soft grain race, characterized by a higher
proportion of amylose in the starch granules, a high
concentration of proteins, and the presence of a
higher concentration of fatty acids; meanwhile, the
bolita landrace is considered a race of intermediate
hardness, where the variations in the size of the
starch granules (predominantly amylopectin), as well
as the oil content, are found in intermediate values;
both landraces exhibit desirable properties in the
conformation of baked goods, rortillas and totopos
(CONABIO, 2010). The differences in size of the
starch granules, the amylose:amylopectin rate and
the concentration of native lipids in the grain was
correlated with the viscoelastic behavior of nixtamal
flours of different maize landraces (Agama-Acevedo
et al., 2011; Contreras-Jiménez, 2013; Contreras-
Jiménez, 2015); however, there is scarce information
about the effect of these variables on the sensory
properties of baked goods.

The baking doughs made of maize flour:sesame
flour (MF:SF) in rates higher than 17:3 (w/w)
exhibited poor elasticity attributes, and generated
irregular and fragile baked chips, which is why it
was not possible to evaluate dough formulations
higher than this rate. This behavior is explained by
the presence of polar fatty acids, triglycerides and
phospholipids, which have been correlated with
undesirable changes in the viscoelasticity of baking
doughs based on wheat flour and wheat flours
fortified with other flours (Ghotra ez /., 2002; Chin
et al, 2007).

In nixtamal maize doughs, concentrations of fatty
acids higher than 6 % (w/w) were related to losses
in the viscoelastic properties, where lipids seem to
impede the reconfiguration of crystalline amylopectin
structures or the formation of amylopectin structures

“Contreras-Jiménez, B., E. Morales S., M. Gaytdin M. 2015. Efecto de acondicionamiento sobre las propiedades reolégicas de masa
de maiz nixtamalizada obtenida por extrusion. Instituto Politécnico Nacional (CICATA-IPN). Tesis doctoral. pp: 78-128. Repositorio

DSpace IPN http://tesis.ipn.mx/handle/123456789/21521
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masas panificables con base en harina de trigo y en
harinas de trigo fortificadas con otras harinas (Gho-
tra et al., 2002; Chin ez a/, 2007).

En masas nixtamalizadas de maiz, las concentra-
ciones de dcidos grasos mayores al 6% (p/p) se rela-
cionaron con pérdidas en las propiedades viscoeldsti-
cas, y los lipidos parecen impedir la reconformacién
de las estructuras cristalinas de amilopectina o la for-
macién de estructuras de amilopectina — iones de cal-
cio, o ambas, después de la retrodegradacion ocasio-

nada por la coccién alcalina (Mondragén-Chaparro
et al., 2004).

Atributos de color

La harina de ajonjoli no modificé (p>0.05) los
atributos de color de los productos panificados en las
variedades de maiz evaluadas (Cuadro 1). Los cam-
bios de color en los productos panificados se debie-
ron a la presencia de diversas fracciones del grano de
maiz, como el cotileddn, el endospermo y la cascari-
lla; y también la de otros compuestos que influyen en
el color (el aceite proveniente del ajonjoli, as anto-
cianinas del maiz, y los productos de la oxidacién de
dichos compuestos por efecto de la coccién).

Los cambios en la luminosidad pueden estar re-
lacionados con la presencia de aceites; mientras que
cambios en los pardmetros a' y b” pueden ser el resul-
tado de la presencia de otros metabolitos secundarios.

Dureza

Sin la adicién de harina de ajonjoli, las liminas
panificadas de la variedad bolita rojo exhibieron la
mayor dureza, 9.16 N s (Cuadro 2), mientras que
las [Aminas de la variedad bolita amarillo tuvieron la
menor dureza, 2.77 N s. La adicién de la harina de

- calcium ions, or both, after the retro-degradation
caused by alkaline cooking (Mondragén-Chaparro ez
al., 2004).

Color attributes

The sesame flour did not modify (p>0.05) the color
attributes of the baked goods in the maize varieties
evaluated (Table 1). The color changes in the baked
goods resulted from the presence of various fractions
of the maize grain, such as cotyledon, endosperm
and husk, as well as those of other compounds that
influence color (oil from sesame, as well as maize
anthocyanins, and products from oxidation of those
compounds from cooking).

The changes in luminosity can be related to the
presence of oils, while changes in the parameters a”
and b’ can result from the presence of other secondary
metabolites.

Hardness

Without the addition of sesame flour, the baked
chips of the bolita rojo variety exhibited the highest
hardness, 9.16 N s (Table 2), while the chips of the
bolita amarillo variety exhibited the lowest hardness,
2.77 N s. The addition of sesame flour increased
the hardness of the baked chips elaborated with the
bolita amarillo variety (8.15 N s™) for a MF:SF rate
of 17:3; meanwhile, the bolita rojo variety exhibited
the greatest decrease in hardness for the same flour
rate (4.2 N s1). These results were different from
those observed in maize tortillas mixed with triticale
flour, and in other baked goods. Thus, Vaca-Garcia
et al. (2011) reported a decrease in the final hardness
of tortillas made with nixtamal maize flour base to
which triticale flour was added up to a rate of 2:1

Cuadro 1. Evaluacién del cambio de color (AE ) de las liminas panificadas.
Table 1. Assessment of the color change (AE ) of baked chips.

Relacién harina de maiz: Zapalote Bolita Bolita Bolita Bolita
harina de ajonjoli chico azul morado rojo amarillo
20:0 73.24+2.74 1.19+2.59 47.72£5.38 51.64+3.45 77.83+2.94
19:1 69.63+0.17 1.26£0.62 53.05+1.29 53.40+2.08 75.30+4.31
18:2 68.86+1.66 1.23+£1.35 48.54+1.98 55.33+0.68 74.80+1.38
17:3 69.79+2.73 1.24+1.76 50.60+2.01 53.07£2.97 69.80+3.59

Sin diferencia estadistica (Tukey, p>0.05). « Without statistical difference (Tukey, p>0.05).
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ajonjoli aumenté la dureza en las liminas panifica-
das elaboradas con la variedad bolita amarillo (8.15
N s') para una relaciéon HM:HA de 17:3, mientras
que la variedad bolita roja mostr6 el mayor decre-
mento en la dureza para la misma relacién de harina
(4.2 N s). Estos resultados fueron diferentes a los
observados en tortillas de maiz y harina de triticale
y en otros productos panificados. Asi, Vaca-Garcia ez
al. (2011) reportaron una disminucién en la dureza
final de tortillas elaboradas con una base de harina
nixtamalizada de maiz adicionada con harina de tri-
ticale hasta una proporcién 2:1 (p/p), y el proceso de
reconformacién de la red cristalina de almidones de
la harina de triticale impidié la retrodegradacién de
la amilosa y amilopectina en el producto panificado.

Awolu et al. (2016) encontraron cambios no sig-
nificativos en la dureza de las masas panificables con
base en harina de maiz (75 a 85%, p/p) a las cuales se
adicionaron harinas de soya (10 a 20%, p/p) y harina
de Cyperus esculentus (5 a 10 %, p/p). Sudha ez al.
(2007) y Noor—Aziah y Komathi (2009) reportaron

que en la formulacién de masas panificables mixtas

Cuadro 2. Evaluacidén sensorial.
Table 2. Sensory assessment.

(w/w) and to which the process of reconfiguration
of the crystalline network of triticale flour starch
impeded the retro-degradation of amylose and
amylopectin in the baked good.

Awolu er al. (2016) found non-significant
changes in the hardness of the baking doughs based
on maize flour (between 75 to 85%, w/w), to which
soy flours were added (between 10 to 20% w/w) and
Cyperus esculentus flour (between 5 t010%, w/w).
Sudha et al. (2007) and Noor—Aziah and Komathi
(2009) reported that in the formulation of mixed
baking doughs based on wheat flour, the addition of
different whole cereal flours, fruits or vegetables; the
freshness and hardness attributes were not modified
significantly, even when the addition of other flours
was close to 40 % (w/w).

The changes in hardness of various baked goods
were described as the result from an increase in the
concentration of polar fatty acids, triglycerides,
monogalactosyl  diglyceride, tri  galacto ¢yl
monoglycerides, as well as their physical state in
the baking dough. These compounds generate

Raza Relacion HM:HA ?Ii]lr:ilz)a F(r;s c:;a Efec(;i)l :llrllil; nte
20:0 6.46+0.87a 14.01+1.62a 6.62+2.25a
Zapalote 19:1 4.33+0.62a 13.65+3.55a 5.542.04a
chico 18:2 4.20+1.67a 12.70+5.18a 4.20+2.21a
17:3 4.43+2.12a 14.93+10.61a 5.68+3.89a
20:0 3.42+0.84a 9.06+0.45a 4.47+0.53a
Bolita 19:1 7.30+0.99a 16.81+2.12a 9.28+0.47a
azul 18:2 6.13+1.46a 18.35+5.8a 7.4+2.252
17:3 5.46+1.70a 15.16+7.22a 6.89+2.66a
20:0 5.11+0.84a 13.1142.33a 5.02+0.92a
Bolita 19:1 7.12+0.76a 19.7243.17a 9.75+1.83a
morado 18:2 5.16+3.04a 15.90+5.54a 6.96+1.97a
17:3 7.65+1.58a 22.85+9.25a 7.67+4.27a
20:0 9.16+0.88a 21.23+3.33a 9.00+1.87a
Bolita 19:1 4.5120.43b 9.69:1.28a 5.4110.91a
rojo 18:2 5.26+1.82b 18.42+17.73a 6.31+3.30a
17:3 4.32+1.19b 10.59+4.10a 5.10+1.43a
20:0 2.77+0.43a 9.87+2.91a 2.93+1.05a
Bolita 19:1 4.90+4.90a 14.88+2.69a 7.81+1.76a
amarillo 18:2 6.39+2.01a 21.724 5.07a 9.5345.14a
17:3 8.15+2.31b 31.55+ 2.39b 14.65+8.66b

Medias con distinta letra en una hilera son estadisticamente diferentes (p=<0.05). #+ Means with different letter

in a row are statistically different (Tukey, p<0.05).
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con base en harina de trigo, la adicién de diferentes
harinas de cereales integrales, frutas o de verduras, no
modificé los atributos de frescura y dureza, aunque
la adicién de otras harinas fue cercana al 40% (p/p).

Los cambios en la dureza de diversos productos
panificados resultan de un aumento en la concentra-
cién de dcidos grasos polares, triacilgliceroles, mono-
galactocildegliceroides y trigalactocilmonogliceroles,
asi como de su estado fisico en la masa panificable.
Estos compuestos generan alteraciones en la forma-
cién de las redes cristalinas de los grianulos de almi-
dén - iones de calcio - aglutinantes (gluten/goma
xantana) debido a reacciones de competencia por
sitios activos en las cadenas laterales del aglutinan-
te (Gan et al., 1995; Sroan y McRitchie, 2009); asi
como modificaciones de la capacidad de retencién de
aire durante el amasado (Sroan y McRitchie, 2009;
Delcour y Hoseney, 2010) y del biéxido de carbono
durante la fermentacién y coccién de la masa (Autio
y Laurikainen, 1997; Jacob y Leelovath, 2007; Chin
et al., 2010). Aumentos en la dureza de los produc-
tos panificados también se relacionaron con el patrén
de aglomeracién de las particulas de almidén en el
interior del producto, y con la porosidad de la capa
externa generada durante la coccién (Watanabe ez 4/,

2003; Mousia et al., 2007; Chin et al., 2010).
Frescura

El efecto de la adicién de harina de ajonjoli sobre
la frescura se muestra en el Cuadro 2. La adicién de
harina de ajonjoli a la harina de maiz de la variedad
bolita morada causé que las ldminas panificadas ex-
hibieran el mayor atributo de frescura (19.72 N )
en una relacién harina HM:HA de 19:1; mientras
que las ldminas de harina de maiz de la variedad boli-
ta roja mostraron el mayor decremento en la frescura
(9.69 N s) para la misma relacién de harinas.

No es sencillo definir el atributo de frescura en
alimentos. Cheng ez al. (2007) y Saeleaw y Schlei-
ning (2011) indicaron que los atributos de frescura
y dureza tienen una correlacién significativa, y es di-
ficil diferenciar las aportaciones de cada uno en los
productos analizados; por lo tanto se hace referen-
cia a este atributo como un indicador de la vida de
anaquel del producto. Atributos de baja firmeza se
relacionan con productos més duros, que han tenido
una pérdida de humedad, como sucede con el pan, o
experimentan cambios en las estructuras cristalinas
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alterations in the formation of crystalline networks
of agglutinant (gluten/xanthan gum) starch
granules —calcium ions— resulting from reactions of
competition over active sites in the lateral chains
of the agglutinant (Gan ez al, 1995; Sroan and
McRitchie, 2009); also, modifications of the ability
to retain air during kneading (Sroan and McRitchie,
2009; Delcour and Hoseney, 2010) and carbon
dioxide during fermentation and cooking of the
dough (Autio and Laurikainen, 1997; Jacob and
Leelovath, 2007; Chin ez 4/, 2010). Increases in the
hardness of the baked goods were also related to the
pattern of agglomeration of the starch particles inside
the product, and to the porosity of its external layer
generated during cooking (Watanabe ez al, 2003;
Mousia et al., 2007; Chin et al., 2010).

Freshness

The effect of adding sesame flour on freshness is
shown in Table 2. The addition of sesame flour to
the maize flour from the bolita morada variety caused
for the baked chips to exhibit the highest attribute of
freshness (19.72 N s!) in a MF:SF flour rate of 19:1,
while the maize flour chips of the bolita rojo variety
showed the highest decrease in freshness (9.69 N s™)
for the same flour rate.

It is not simple to define the attribute of food
freshness. Cheng er al. (2007) and Saeleaw and
Schleining (2011) indicated that the attributes of
freshness and hardness are significantly correlated,
and it is difficult to differentiate the contributions
of each in the products analyzed; therefore, this
attribute is normally referred to as an indicator of the
shelf life of the product. Attributes of low firmness
in products are related with harder products, which
have experienced a loss of moisture, as it happens
with bread, or else which experience changes in the
crystalline structures of their components generating
an increase in hardness, for example in tortillas.

Crunch effect

The MEF:SF rate modified (p < 0.05) the crunch
effect (Table 2) starting from the proportion 17:3.
In the baked chips without addition of sesame flour,
the bolita rojo variety exhibited the highest crunch
effect (9.00 N mm) while the bolita amarillo variety
exhibited the lowest effect (2.93 N mm). With the
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de sus componentes que generan un aumento en la
dureza, por ejemplo en las tortillas.

Efecto crujiente

La relacién HM:HA modificé (p < 0.05) el efecto
crujiente (Cuadro 2) a partir de la proporcién 17:3.
En las liminas panificadas sin la adicién de harina
de ajonjoli, la variedad bolita rojo exhibié el mayor
efecto crujiente (9.00 N mm) mientras que la varie-
dad bolita amarillo mostré el menor efecto (2.93 N
mm). Con la adicién de harina de ajonjoli, el mayor
aumento en el efecto crujiente se observé en la varie-
dad bolita amarillo (14.65 N mm), en una relacién
de harina de ajonjoli: maiz de 17:3; mientras que la
variedad bolita roja exhibié el menor efecto crujiente
para la misma relacién de harinas (5.10 N mm).

Varios factores afectan el volumen del producto
panificado final y la conformacién de las redes de
almidén-iones del calcio-aglutinante (gluten/goma
xantana) (Brooker, 1996; Crowley ez al., 2000; Sroan
y MacRitchie, 2009). Esta propiedades tienen una
correlacién directa con las propiedades crujientes.

La dureza, la frescura y el efecto crujiente se han
explicado por los patrones de compresién (Figura 1).
La dureza se relaciona con la magnitud de la mayor
inflexién, mientras que el efecto crujiente se correla-
ciona con la presencia de multiples inflexiones du-
rante el periodo de prueba (Cheng ez 4/, 2007). La
mayor inflexién se presenta para todas las proporcio-
nes de HM:HA evaluadas, después de los 20 s.

La evaluacién de la frescura se determina de for-
ma inversa a la usada para describir los atributos de
dureza y esta interpretacién estd relacionada con el
uso final del producto. Por ejemplo, en masa de ha-
rina de trigo para obtener pan, se buscan productos
con bajos indices de fuerza e inflexiones de baja am-
plitud y frecuencia, referidos a productos frescos y de
consistencia blanda. Ademds, para obtener botanas
fritas o tostadas se prefiere indices elevados de dureza
e inflexiones de alta amplitud, propiedades buscadas
en productos secos y firmes (Duizer, 2004).

Evaluacién del grado de aceptacién

Los panelistas asignaron calificaciones altas a to-
dos los productos panificados, lo cual indica que el
grado de aceptacién de los productos se encuentra
en el cuartil de la mdxima aceptacién (8-10), pero no
hubo diferencias significativas entre las proporciones

HM:HA evaluadas (Cuadro 3).

addition of sesame flour, the highest increase in the
crunch effect was observed in the bolita amarillo
variety (14.65 N mm), in a maize:sesame flour rate of
17:3, while the bolita rojo variety exhibited the lowest
crunch effect for the same flour rate (5.10 N mm).

Various factors affect the volume of the final
baked good and the configuration of starch-ions
networks of the calcium-agglutinant (gluten/xanthan
gum) (Brooker, 1996, Crowley ez al., 2000, Sroan
and MacRitchie, 2009); these properties are directly
correlated with the crunch properties

Hardness, freshness and crunch effect were
explained from the point of view of compression
patterns (Figure 1). Hardness is related to the
magnitude of the highest inflection, while the crunch
effect was correlated with the presence of multiple
inflections during the trial period (Cheng ez i,
2007). The highest inflection is presented for all the
rates of MF:SF assessed, after the 20 s.

The assessment of freshness is determined
inversely to the one used to describe the hardness
attributes; this interpretation is related to the final
use of the product, for example in wheat flour dough
destined to obtaining bread, products are sought
with low indices of strength and inflections of low
amplitude and frequency, referred to fresh products
and soft consistency. Besides, for obtaining fried or
toasted snacks, high indices of hardness are preferred
and high amplitude inflections, properties sought
after in dry and firm products (Duizer, 2004).

Evaluation of the degree of acceptance

The panelists assigned high grades to all the
baked goods (Table 3), which indicates that the
degree of acceptance of the products is in the quartile
of maximum acceptance (8-10), but there were no
significant differences between the MEF:SF rates
evaluated (Table 3).

Broyart er al. (1998) indicated that the quality
assigned by the consumer has a significant correlation
with the sensory properties of the product (odor,
color, flavor, texture, aftertaste, among others). The
sensory evaluations by the final consumer are quite
variable, and they refer to the characteristics of
products without addition of components. A dark
color or accentuated hardness can be interpreted
as an indicator of overcooking, while a weak or
accentuated odor can be interpreted as a lack of
cooking or alteration of the product.
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Figura 1. Patrén de compresion de los productos panificados. (A) Zapalote chico; B) Bolita azul; (C) Bolita morado; (D) Bolita
rojo; (E) Bolita amarillo.

Figure 1. Compression pattern of baked goods. (A) Zapalote chico. (B) Bolita azul. (C) Bolita morado. (D) Bolita rojo. (E) Bolita
amarillo.

882 VOLUMEN 54, NUMERO 7



CARATERIZACION SENSORIAL DE LAMINAS PANIFICADAS DE HARINA DE MAIZ EN RESPUESTA A MEZCLAS CON HARINA DE AJONOJLI

Cuadro 3. Evaluacién sensorial por panel de degustacién.
Table 3. Sensory assessment by tasting panel.

Relacién HM:HA

Raza
20:0 19:1 18:2 17:3
Zapalote chico 8.13+0.63 8.13+0.83 8.00+£0.92 7.80+0.86
Bolita azul 8.00+0.84 8.27+0.79 7.87+0.74 8.07+0.79
Bolita morado 8.27+0.79 7.93+0.88 7.93+0.96 7.87+0.74
Bolita rojo 7.73+0.88 7.80+0.67 8.00+£0.92 7.80+0.77
Bolita amarillo 7.93+0.88 8.00+£0.92 8.20+0.67 8.07+0.79

Sin diferencia estadistica (p>0.05). % Without statistical difference (Tukey, p>0.05).

Broyart ez al. (1998) indicaron que la calidad asig-
nada por el consumidor tiene una correlacién signi-
ficativa con las propiedades sensoriales del producto
(olor, color, sabor, textura, regusto, entre otras). Las
evaluaciones sensoriales por el consumidor final son
muy variables y se refieren a las caracteristicas de los
productos sin adicién de componentes. Un color
obscuro o una dureza acentuada puede interpretarse
como un indicador de sobre coccién, mientras que
un olor tenue o acentuado se puede interpretar como
una falta de coccién o alteracién del producto.

CONCLUSIONES

La mdxima relaciéon HM:HA que permite conser-
var las caracteristicas viscoeldsticas necesarias para la
produccién de productos tostados fue 17:3 HM:HA.

Las ldminas panificadas de la variedad bolita rojo
a las cuales no se les adicioné harina de ajonjoli ex-
hibieron las mejores propiedades crujientes entre las
razas de maiz evaluadas.

Las ldminas panificadas de la variedad bolita ama-
rillo adicionadas con harina de ajonjoli en una pro-
porcién de 17:3 (HM:HA), mostraron las mejores
propiedades crujientes entre las mezclas panificadas
evaluadas.

La formulacién de mezclas de harina de diferentes
razas nativas de maiz y de harina de ajonjoli permite
obtener nuevos productos panificados atractivos y de
alta aceptacioén por el consumidor.

AGRADECIMIENTOS

Los autores reconocen la ayuda econémica otorgada por la
Comisién de Operacién y Fomento de Actividades Académicas
del Instituto Politécnico Nacional (COFAA —IPN), para la pu-

blicacién de este manuscrito.

CONCLUSIONS

The maximum MEF:SF rate that allows conserving
the necessary viscoelastic characteristics for the
production of toasted products was 17:3 MF:SE

The baked chips of the bolita rojo variety to which
no sesame flour was added exhibited the best crunch
properties of the maize landraces evaluated.

The baked chips of the bolita amarillo variety
added with sesame flour in a proportion of 17:3
(ME:SF) exhibited the best crunch properties among
the baking mixtures evaluated.

The formulation of flour mixtures of different
maize varieties of landraces and sesame flour allow
obtaining new baked goods, attractive and of high
acceptance by the consumer.

—End of the English version—

‘.‘.‘.*-ﬁt

LITERATURA CITADA

Agama-Acevedo, E., Y. Salinas-Moreno, G. Pacheco-Vargas, y L.
A. Arturo Bello-Pérez. 2011. Caracteristicas fisicas y quimi-
cas de dos razas de maiz azul: morfologia del almidén. Rev.
Mex. Cienc. Agric. 2: 317-329.

Autio, K., and T. Laurikainen. 1997. Relationships between flo-
ur/dough microstructure and dough handling and baking
properties. Trends Food Sci. Technol. 8: 181-185.

Awolu O, O., O. S. Omoba, O. Olawoye, and M. Dairo. 2016.
Optimization of production and quality evaluation of mai-
ze — based snack supplemented whit soybean and tigernut
(Cyperus esculenta) flour. Food. Sci. Nutr. 5: 3-13.

Brooker, B. E. 1996. The role of fat in the stabilization of gas
cells in bread dough. J. Cereal. Sci. 24: 187-198

SANTOS-LOPEZ ¢z al. 883



AGROCIENCIA, 1 de octubre - 15 de noviembre, 2020

Broyart, B., G. Trystram, and A. Duquenoy. 1998. Predicting
color kinetics during cracker baking. J. Food. Eng. 35: 351-
368.

Cheng, E., M., S. Alavi, T. C. Pearson, and R. Agbisit. 2007.
Mechanical-acoustic and sensory evaluations of cornstarch-
whey protein isolate extrudates. J. Texture. Stud. 38: 473—
498.

Chin, N, K. Goh, R. Adul-Rahman, and M. Hashim D. 2007.
Functional effect of fully hydrogenated palm oil-based emul-
sifiers on baking performance of white bread. International
J. Food Eng. 3: 1-17.

Chin N., R. Abdul-Rahman, M. Hashim D, and S. Yue-Kowng.
2010. Palm oil shortening effects on baking performance of
white bread. J. Food Process. Eng. 33: 413 - 433.

CONABIO (Comisién Nacional para el Conocimiento y uso de
la Biodiversidad). 2010. Taller sobre la argumentacién para
conservar las razas mexicanas de maiz del proyecto recopi-
lacién, generacidn, actualizacién y andlisis de informacién
acerca de la diversidad genética de maices y sus parientes
silvestres en México. https://www.biodiversidad.gob.mx/ge-
nes/pdf/proyecto/Anexo9_Analisis_Especialistas/Jesus_San-
chez_2011.pdf. (Consulta: mayo 2019).

Contreras-Jiménez, B., E. Morales-Sinchez, M. L. Reyes-Vega, y
M. Gaytin-Martinez. 2013. Propiedades funcionales de ha-
rinas de maiz nixtamalizado obtenidas por extrusién a baja
temperatura. CYTA- J. Food 12: 2636-270.

Crowley, P, H. Grau, and E. K. Arendt. 2000. Influence of
additives and mixing time on crumb grain characteristics of
wheat bread. Cereal Chem. 77: 370-375.

Delcour, J. A., and R. C. Hoseney. 2010. Principles of Cereal
Science and Technology (3rd). AACC International Inc.
Minnesota. 260 p.

Duizer, L. 2004. Sound input techniques for measuring texture.
In: Kilcast, D. (ed). Texture in Food. Woodhead Publishing.
Cambridge, U.K. pp: 146-166.

DOF (Diario Oficial de la Federacién). 1999. Norma Oficial
Mexicana (NOM) 147-SSA1. 1996. “Bienes y servicios.
Cereales y sus productos. Harinas de cereales, sémolas o se-
molinas. Alimentos a base de cereales, de semillas comesti-
bles, harinas, sémolas o semolinas o sus mezclas. Productos
de panificacién. Disposiciones y especificaciones sanitarias y
nutrimentales”. México, D.E pp: 3.

Gan, Z., P R. Ellis, and J. D. Schofield. 1995. Gas cell stabiliza-
tion and gas retention in wheat bread dough. J. Cereal. Sci.
21: 215-230.

Ghotra, B. S., S. D. Dyal, and S. S. Narine. 2002. Lipid shorte-
nings: a review. Food Res. Int. 35: 1015-1048.

Hemalatha, S., and Ghafoorunissa. 2004 Lignans and tocophe-
rols in Indian sesame cultivars. JAOCS. 81: 467-470.

Jacob, J., and K. Leelovath. 2007. Effect of fat-type on cookie
dough and cookie quality. J. Food Eng. 79: 299-305.

Luyten, H., J. Plijter, and T. van Vliet. 2004. Crisp/Crunchy
crusts of cellular foods: a literature review with discussion. J.
Texture Stud. 35: 445-492.

Mallikarjunan, P. 2004. Understanding and measuring consu-
mer perceptions of crispness. /z: Kilcast, D. (ed). Texture in
Food. Vol 2: Solid foods. Woodhead, Cambridge. pp: 200-
210.

Mamat, H., and S. E. Hill. 2014. Effect of fat types on the struc-
tural and textural properties of dough and semi-sweet bis-

cuit. J. Food Sci. Technol. 51: 1998-2005.

884 VOLUMEN 54, NUMERO 7

Mondragén-Chaparro, M., L. A. Bello-Pérez, E. Agama-Aceve-
do, D. Betancur-Ancona, and J-L. Pefia. 2004. Effect of coo-
king time, steeping and lime concentration on starch gelati-
nization of corn during nixtamalization. Starch 56: 248-253

Mousia, Z., G. M. Campbell, S. S. Pandlella, and C. Webb.
2007. Effect of fat level, mixing pressure and temperature
on dough expansion capacity during proving. J. Cereal. Sci.
46: 139-147.

Noor-Aziah, A. A., and C. Komathi. 2009. Physicochemical and
functional properties of peeled and unpeeled pumpkin flour.
J. Food. Eng. 74: 328-333.

Pedreschi, E, and . Moyano. 2005. Oil uptake and texture de-
velopment in fried potato slices. J. Food. Eng. 70: 557-563.

Saeleaw, M., and G. Schleining. 2011. Effect of frying parame-
ters on crispiness and sound emission of cassava crackers. J.
Food. Eng. 103: 229-236.

SAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderfa, Desarrollo Ru-
ral, Pesca y Alimentacién). 2017. Planeacién Agricola Na-
cional 2017-2030. SAGARPA, Ciudad de México. pp: 8-28.

SIAP (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera).
2018. Acciones y Programas; Produccién Agricola. http://
infosiap.siap.gob.mx:8080/agricola_siap_gobmx/AvanceNa-
cionalSinPrograma.do (Consulta: abril 2019).

Sharma, A. 2018. Understanding Color Management. 2nd edi-
tion. John Miley & Sons Ltd. New York, USA. 305 p.

Sroan, B. S, and F. MacRitchie. 2009. Mechanism of gas cell
stabilization in breadmaking. The secondary liquid lamellae.
J. Cereal. Sci. 49: 41-46.

Statistica. Statsoft - Statistica ver. 7.0. Disponible para descar-
ga a partir de un servidor informdtico ajeno a statsoft Ltd.
https://statistica.software.informer.com/7.0/ (Consulta:
noviembre 2019).

Statistica. TIBCO-Statistica ver. 13.0 http://www.statsoft.com/
Products/STATISTICA-Features (Consulta:  noviembre
2019).

Sudha, M. L., R. Vetrimani, and K. Leelavathi. 2007. Influence
of fiber from different cereals on the rheological characteris-
tics of wheat flour dough and biscuit quality. Food Chem.
100: 1365-1370.

Thanatuksorn, P, K. Kajiwara, and T. Suzuki. 2007. Characteri-
zation of deep-fat frying in a wheat flour-water mixture mo-
del using a state diagram. J. Sci. Food Agric. 87: 2648-2656.

Vaca-Garcia, V. M., C. G. Martinez-Rueda, Ma. D. Mariezcu-
rrena-Berasain, and A. Dominguez-Lopez. 2011. Functional
properties of tortillas with triticale flour as a partial subs-
titute of nixtamalized corn flour. J. Food Sci. Technol. 44:
1383-1387.

van Vliet, T., J. E. Visser, and H. Luyten. 2007. On the mecha-
nism by which oil uptake decreases crispy/crunchy behavior
of fried products. Food Res. Int. 40: 1122-1128.

Watanabe, A., K. Yokomizo, and A. Eliasson. 2003. Effect of
physical states of nonpolar lipids on rheology, ultracentri-
fugation, and microstructure of wheat flour dough. Cereal
Chem. 80: 281-284.

Yoshida, H., M. Tanaka, Y. Tomiyama, and Y. Mizushina. 2007.
Regional distribution in the fatty acids of triagylglycerols and
phospholipids of sesame seeds (Sesamum indicum). J. Food
Lipids 14:189-201.



EFECTO DE LA ADICION DE MIEL DE ABEJA SIN AGUIJON
(Scaptotrigona mexicana) EN LA CONSERVACION DE CARNE DE POLLO

EFFECT OF THE ADDITION OF STINGLESS BEE HONEY (Scaptotrigona mexicana)
ON CHICKEN MEAT CONSERVATION

Ricardo Nepomuceno-Irene’, Aleida S. Herndndez-Cézares'™, Ma. de los Angeles Vivar-Vera’, Juan Valente Hidalgo-Contreras’,

Adriana Contreras-Oliva', Natalia Real-Luna', Juan Antonio Pérez-Sato', Joel Velasco-Velasco'

'Campus Cérdoba. Colegio de Postgraduados. 94946. Amatldn de los Reyes Veracruz. (nepo-
muceno.ricardo@colpos.mx), (aleyse@colpos.mx), (jvhidalgo@colpos.mx), (adricon@colpos.
mx), (nreal@colpos.mx), (pantonio@colpos.mx), (joel42ts@colpos.mx). “Instituto Tecnoldgi-
co de Tuxtepec, Oaxaca. Avenida Dr. Victor Bravo Ahuja s/n. Colonia 5 de mayo. Tuxtepec,

Oaxaca. 68350. (angelesvivar@hotmail.com)

RESUMEN

La oxidacién lipidica y proteica genera pérdida del valor nutricio-
nal y disminucién de la calidad total de la carne. En este estudio
se analizé el efecto de la adicién de miel de abeja sin aguijén
(Scaprotrigona mexicana) sobre la calidad y conservacién de pe-
chuga de pollo, triturada y cocinada, durante su almacenamiento
en refrigeracién. La carne fresca triturada se adicioné con 1, 3 y
5% de miel, y como testigo se utilizé carne sin adicién de miel.
La carne con y sin miel se cocin y se evaltio alos 0,3 ,6, 9y 12d de
almacenamiento a 4 °C. Un disefio experimental completamente
al azar con arreglo factorial (4x5) se utilizé para el andlisis de los
datos. Al término de cada periodo de almacenamiento, se evalué
el rendimiento por coccién (RC), el pH, la acidez, la actividad
de agua (a ), la humedad, el color, el perfil de textura (TPA), la
oxidacion lipidica (TBARS) y la oxidacién proteica (DNPH). La
adicién de miel mantuvo la calidad de la pechuga de pollo du-
rante los 12 d de almacenamiento en refrigeracién, las variables
fisicoquimicas de dureza, pH y color no mostraron diferencias
significativas. La adicién de miel incrementé el rendimiento por
coccidn; ademds, la oxidacion lipidica y proteica de la carne dis-
minuyé con la adicién de miel lo cual evidencia su potencial an-
tioxidante, y la adicion del 5% fue el tratamiento con los valores
menores de oxidacién lipidica. Por lo tanto, el tipo evaluado de
miel, procedente de abejas sin aguijon, puede utilizarse como un
producto funcional, natural y alternativo para sustituir antioxi-

dantes sintéticos en carne de pollo y sus productos derivados.

Palabras clave: miel, abeja sin aguijon, Scaptotrigona mexicana,

oxidacién proteica, oxidacién lipidica, antioxidante crnico.
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ABSTRACT

Lipid and protein oxidation generates losses in the nutritional
value and a reduction in total quality of meat. This study
analyzed the effect of the addition of honey from stingless
bees (Scaptotrigona mexicana) on the quality and conservation
of ground and cooked chicken breast, during refrigeration
storage. To fresh ground meat it was added 1, 3 and 5% honey,
and meat without honey was used as a control. Meat with and
without honey was cooked and evaluated after 0, 3, 6, 9 and
12 d of storage at 4 °C. A completely randomized design with
a factorial arrangement of (4x5) was used for the analysis of
data. At the end of each storage period, cooking performance
(RC), pH, acidity, water activity (a ), moisture, color, texture
profile (TPA), lipid oxidation (TBARS) and protein oxidation
(DNPH) were evaluated. The addition of honey maintained
the quality of the chicken breast for the 12 d of refrigeration
storage, the physiochemical variables, as hardness, pH and
color showed no significant differences. The addition of honey
increased the cooking performance. Additionally, lipid and
protein oxidation decreased by the honey effect, thus showing
antioxidant potential; the addition of 5% was the treatment
with the lowest lipid oxidation. Therefore, evaluated type of
honey (from stingless bees) may be used as a functional, natural
and alternative product to substitute synthetic antioxidants in

chicken meat and derived products.

Key words: honey, stingless bee, Scaptotrigona mexicana, protein

oxidation, lipid oxidation, meat antioxidant.
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INTRODUCCION

a oxidacién es uno de los principales procesos

responsables de la pérdida de calidad y de la

conservacién en la carne y sus productos, du-
rante almacenamiento y coccién porque se generan
compuestos asociados a la rancidez que afectan olor,
color y textura de la carne (Cortinas ez 2/., 2005). En
presencia de oxigeno y algunos agentes pro-oxidan-
tes, los radicales libres o especies reactivas del oxige-
no (EROs) y especies reactivas de nitrégeno (ERN)
interactian con lipidos, proteinas y dcidos nucleicos
de la carne, lo cual acelera los procesos de oxidacién
(Falowo et al., 2014).

La oxidacién lipidica es un proceso complejo por
el cual los dcidos grasos insaturados reaccionan con
el O, molecular a través de radicales libres y forman
perdxidos u otros productos primarios de oxidacién
(Argyri ez al., 2012). Los productos de oxidacién se-
cundarios como los aldehidos, cetonas, y ésteres son
responsables del deterioro mayor y del sabor rancio
durante el almacenamiento congelado (Pérez-Chabe-
la, 2007). Incluso, la carne de ave alimentada con
dietas ricas en dcidos grasos poliinsaturados es mds
propensa a esta oxidacién (Narciso-Gaytan ez al.,
2011).

La oxidacién proteica en carne se potencia en pre-
sencia de procesos térmicos, aumenta la carbonila-
cién y reduce la retencién de agua, al disminuir la
capacidad de las proteinas para una interaccién qui-
mica con las moléculas de agua (Xiao ez 4/, 2011).
Segtin Silva er al. (2016), la coccién en la carne se
relaciona principalmente con la degradacién del trip-
téfano, la formacién de enlaces bisulfuro y la pérdida
de textura. Ademds, se pierden aminodcidos esencia-
les como resultado de la degradacién oxidativa irre-
versible, y las proteinas se hacen menos digeribles
(Estévez, 2011; Lund et al,, 2011).

Los procesos de oxidacién de lipidos y proteinas
en carne y productos cdrnicos se pueden neutralizar
con compuestos antioxidantes (Karre ez 4/, 2013),
pero el uso de antioxidantes sintéticos genera efectos
toxicoldgicos potenciales (Naveena ez al., 2008). Por
lo tanto, en la industria alimentaria se requieren so-
luciones naturales y efectivas que puedan reemplazar
estos antioxidantes, sin un efecto negativo en la ca-
lidad del producto terminado y la percepcién de los
consumidores (Karre et /., 2013).

Los productos apicolas, por sus propiedades cu-
rativas, antibacterianas y antioxidantes (presencia de
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INTRODUCTION

xidation is one of the main processes

responsible for the reduction in quality and

conservation of meat and derived products
during storage and cooking, because compounds are
generated that are related to meat turning rancid,
affecting odor, color and texture of meat (Cortinas
et al., 2005). In the presence of oxygen and some
oxidizing agents, free radicals or reactive oxygen
species (ROSs) and nitrogen reactive species (NRSs)
interact with lipids, proteins and nucleic acids of
meat, speeding up oxidation processes (Falowo ez /.,
2014).

Lipid oxidation is a complex process in which
unsaturated fatty acids react with molecular O,
through free radicals and form peroxides or other
primary oxidation products (Argyri er al., 2012).
Secondary oxidation products, such as aldehydes,
ketones and esters are responsible for even greater
deterioration and the rancid flavor during frozen
storage (Pérez-Chabela, 2007). Moreover, meat from
birds fed with diet rich in fatty acids is prone to this
oxidation (Narciso-Gaytan et al., 2011).

Protein oxidation in meat is enhanced in the
presence of thermal processes, carbonylation
increases and water retention decreases, since the
ability of proteins to engage in a chemical interaction
with water molecules is reduced (Xiao ez 2/, 2011).
According to Silva ez al. (2016), the cooking process
in meat is mainly related to the degradation of
tryptophan, the formation of bisulfide bonds and a
loss of texture. Additionally, essential amino acids are
lost as a result of irreversible oxidative degradation
and proteins become less digestible (Estévez, 2011;
Lund et al, 2011).

The lipid and protein oxidation processes in
meat and meat products can be neutralized with
antioxidative compounds (Karre ez 4/, 2013), yet
the use of synthetic compounds produces potential
toxicological problems (Naveena er al, 2008).
Therefore, food industry requires natural and effective
solutions to replace these antioxidants, without a
negative effect on the quality of the finished product
and on perception of consumers (Karre ez a/., 2013).

Due to their healing, antibacterial and antioxidant
properties (presence of polyphenols, flavonoids and
phenolic acids), bee products are considered natural
antioxidants (Alvarez-Suarez et al., 2018; Jiménez
et al., 2016). Based on this, the aim of this study
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polifenoles, flavonoides y dcidos fendlicos) se consi-
deran antioxidantes naturales (Alvarez-Suarez et al.,
2018; Jiménez et al., 2016). En este sentido, el obje-
tivo de este estudio fue evaluar el efecto de la adicién
de miel de abeja sin aguijén (Scaptotrigona mexicana),
sobre la calidad y conservacién de la carne de pechu-
ga de pollo (Pectoralis major), triturada y cocinada,
durante su almacenamiento en refrigeracién a 4°C.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de carne de pollo y miel de abeja sin aguijén

La miel de abeja sin aguijon recién cosechada y usada en el
estudio se obtuvo del meliponario ubicado en el Colegio de Post-
graduados, Campus Cérdoba. La miel se almacend en refrigera-
cién 15 d a 4 °C en frascos color dmbar hasta su inclusién en la
carne de pollo. La miel presenté pH 3.85, humedad 22.35%,
color 76.40 mm pfound, 6.80 mg kg hidroximetilfurfural, 72.10
°Bx, una acidez total de 65.40 meq kg, 30.40 g 100g" azticares
reductores directos, 42.60 g 100g™" azticares reductores totales,
polifenoles totales extraibles 111.74 mg de eq. de dcido glico
(EAG) 100g" y una actividad antioxidante de 1130.00 pmol eq.
de trolox-100 g de miel.

La pechuga de pollo (2 major) usada se obtuvo de un mismo
lote de produccién con una condicién normal de calidad (pH =
5.70, CRA = 75.30 mL 100 g y L'= 52.90); se limpid para qui-
tar la piel, impurezas y exceso de grasa, se troced y se trituré con
un cedazo de 3/8” en un molino de carne. El lote de carne tritu-
rada se dividi6 en cuatro tratamientos: un testigo (0% de miel) y
1, 3y 5% de miel aplicada directamente. La miel se homogenizé
a mano en la carne y de cada tratamiento se moldearon muestras
en forma de hamburguesa de 100 g cada una. Las muestras se
cocieron en un horno de conveccién (Hobart HEC-5, México),
precalentado a 100°C, hasta alcanzar 72 °C de temperatura inter-
na (Naveena et a/., 2008) y se enfriaron a temperatura ambiente.
Luego, las muestras se colocaron en bolsas de polietileno permea-
ble al oxigeno y se analizaron fisicoquimicamente a los 0, 3, 6,
9y 12 d de almacenamiento a 4 °C. Al término de cada periodo
de almacenamiento, se evalué el rendimiento por coccién (RC),
el pH, la acidez, la actividad de agua (aw), la humedad, el color,
el perfil de textura (TPA), la oxidacién lipidica mediante el mé-
todo de TBARS vy la oxidacién proteica mediante el método de

DNPH. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
Rendimiento de coccién (RC)

El RC se realizé segtin el método propuesto por Johnston ez

al. (2005). Cada muestra de carne con y sin miel, se pesé antes

was to evaluate the effect of adding honey from
stingless bees (Scaprotrigona mexicana) on the quality
and conservation of ground and cooked chicken
(Pectoralis major) breast meat, during refrigeration
storage at 4 °C.

MATERIALS AND METHODS

Samples of chicken meat and stingless bee honey

The freshly harvested stingless bee honey used in the study
was obtained from the handmade hive (“meliponary”) located
at Colegio de Postgraduados, Campus Cérdoba. The honey was
stored in refrigeration for 15 d at 4 °C in amber-colored jars
until use on the chicken meat. The honey had a pH of 3.85, a
humidity of 22.35%, a color 76.40 mm pfound, 6.80 mg kg
5-(hydroxymethyl)-furfural (HMF), 72.10 °Bx, a total acidity
of 65.40 meq kg, direct reducing sugars 30.40 g 100 g, total
reducing sugars 42.60 g 100 g, total removable polyphenols
111.74 mg of eq. gallic acid (EAG) 100 g' and an antioxidant
activity of 1130.00 pmol eq. of trolox-100 g of honey.

The chicken (2 major) breasts used were obtained from one
production lot with a standard quality condition (pH = 5.70,
CRA = 75.30 mL 100 g' and L'= 52.90); it was cleaned to
remove skin, impurities and excess fat, then chopped and ground
using a 3/8” sieve in a meat grinder. The batch of ground meat
was divided into four treatments: a control (0% honey) and 1,
3 and 5% honey, applied directly. Honey was mixed by hand on
the meat of each treatment forming patty-shaped samples 100g
cach, per treatment. The samples were cooked in a convection
oven (Hobart HEC-5, Mexico), which was preheated at 100°C
until an internal temperature of 72°C was reached (Naveena ez
al., 2008) and they were cooled at room temperature. Samples
were then placed in oxygen-permeable polyethylene bags and
physiochemical analyzed after 0, 3, 6, 9 and 12 d of storage at
4°C. At the end of each storage period, the cooking performance
(RC) was evaluated, along with the pH, acidity, water activity
(aw), moisture, color, texture profile (TPA), lipid oxidation using
TBARS method and protein oxidation on DNPH method. All

analyses were performed in triplicate.
Cooking performance (RC)

The RC was performed following the method proposed by
Johnston ez al. (2005). Each meat sample, with and without
honey, was weighed before and after cooking, was calculated by
difference in weight in comparison to initial weight (g) and it was

CXPI‘CSSCd as a percentage.

NEPOMUCENO-IRENE ¢t al. 887



AGROCIENCIA, 1 de octubre - 15 de noviembre, 2020

y después de su coccién, se calculd por diferencia de peso con

respecto a su peso inicial (g) y se expres6 en porcentaje.

Peso antes de coccién - Peso después de coccién

RC=1- x 100

Peso antes de coccién

pH

El pH se midi6 con un potenciémetro (HANNA HI99163),
para lo cual 10 g de muestra se homogenizé con 100 mL de agua

bidestilada.
Acidez titulable

El andlisis de acidez titulable se realiz6 segin la metodologia
de AOAC (1990). Una muestra de 10 g se homogenizé con 200
mL de agua destilada, se filtré a través de una gasa y se aforé a
250 mL. Una alicuota de 25 mL se mezcl6 con 75 mL de agua bi-
destilada y se titulé con NaOH 0.1 N y como indicador se utilizd
fenolftaleina. El porcentaje de dcido léctico se calculé mediante

la siguiente férmula:

(v-vb) x (N NaOH) x (Meq) x (fd)

x100
Peso antes de la muestra

% 4cido l4ctico =

donde v: volumen de NaOH gastado; vb: volumen de NaOH
gastado en el blanco; N NaOH: normalidad del hidréxido de
sodio; Meq 4cido ldctico: miliequivalentes de dcido l4ctico y fd:

factor de dilucién.
Actividad de agua (aw)

Laa se determiné con un medidor Pa Kit® (Decagon Devi-
ce USA) a 25 °C. Las muestras se colocaron en el contenedor del

equipo y se registr6 la medicién hasta su estabilizacién.
Color

El color se determiné con un colorimetro (Konica Minolta
CR 400) en la escala CIELAB (L*, a* b*), se registraron los va-
lores de L* (luminosidad), a* (- verde a + rojo) y b* (- azul a +
amarillo). Las muestras se extrajeron de su envase, se expusieron
a temperatura ambiente y se realizaron tres mediciones en la su-

perficie de cada una.
Andlisis de perfil de textura (TPA)

El TPA se realizé mediante el método establecido por Gan-

hio et al. (2010), con un texturémetro Shimadzu EZ-SX, a una
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Weight before cooking - Weight after cooking

RC=1- x 100

Weight before cooking

pH

‘The pH value was measured using a potentiometer (HANNA
HI99163), 10 g of sample was homogenized with 100 mL of
double distilled water.

Titratable acidity

The titratable acidity analysis was carried out following the
methodology by AOAC (1990). A 10 g sample was homogenized
with 200 mL of distilled water, filtered using a gauze and
adjusted to 250 mL. A 25 mL aliquot was mixed with 75 mL
of double distilled water and titrated with NaOH 0.1 N and
phenolphthalein was used as an indicator. The percentage of

lactic acid was calculated using the following formula:

(v-vb) x (N NaOH) x (Meq) x (fd)

100
Sample weight *

% lactic acid =

where v: volume of NaOH spent; vb: volume of NaOH spent on
the target; N NaOH: sodium hydroxide normality; Meq dcido

ldctico: milliequivalents of lactic acid, and fd: dilution factor.
Wiater Activity (a,_)

The a_ was determined using a Pa Kit® (Decagon Device,
U.S.A.) gauge at 25 °C. Samples were placed on the container of

the apparatus and the measurements were taken until stability.
Color

Color was determined with colorimeter (Konica Minolta CR
400) on CIELAB (L*, a* b*) scale, values L* (luminosity), a* (-
green to + red) y b* (- blue to + yellow) were registered. Samples
were extracted from container, exposed to ambient temperature
and three measurements were recorded at the surface of each

sample.
Texture profile analysis (TPA)

The TPA was carried out using the method established by
Ganhio et al. (2010), with a Shimadzu EZ-SX texture meter at a
speed of 60 mm min™. A cylindrical sample, 2.3 cm in diameter,

was taken from the center of each sample using a hole puncher.
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velocidad de 60 mm min. De cada muestra se tomé un pedazo
de 2.3 cm de didmetro de la parte central mediante un sacabo-

cado.

Andlisis de sustancias reactivas al

acido tiobarbitidrico (TBARS)

La oxidacién de lipidos se midié con el método colorimétrico
TBARS segtn Tarladgis ez a/. (1960). Una muestra de 10 g se
mezclé con 15 mL de agua bidestilada a 50 °C y 5 mL de la
disolucién de PG-EDTA (0.5%). La mezcla se transfirié a un
matraz Kjeldahl, ya rociado con un aerosol de silicona (Wurth),
se agregaron 77.5 mL de agua bidestilada, 2.5 mL de HCI 4 N y
seis perlas de destilacién. El matraz se colocd en una unidad de
destilacién y se recolecté 50 mL de condensado; 5 mL de este
condensado se mezclaron con 5 mL de solucién 2-TBA 0.02 M,
la mezcla se agitd y se dejé en bafio de agua a 100 °C por 35 min.
Una vez atemperada la solucién resultante, se midi6 la absorban-
cia a 532 nm. Como testigo se utilizé 5 mL de agua bidestilada
con 5 mL de la solucién 2-TBA. Los valores obtenidos se ajusta-
ron por el factor de correccién de 7.8 y los valores de TBARS se

expresaron como mg malondialdehido (MDA) kg de muestra.
Oxidacién proteica

El andlisis de la oxidacién proteica por el método DNPH
(2,4-dinitrofenilhidrazina) se realizé mediante la cuantificacién
de carbonilos totales de acuerdo con la metodologia de Oliver ez
al. (1987). Una muestra de 2 g se homogenizé en un Polytron
con 20 mL de K,;HPO, 10Mm + NaCl 0.6 M a pH 6 durante
30 s. La mezcla se filtré en una gasa de algodén, se tomaron 2
alicuotas de 100 #L (una para cuantificar proteinas y otra para
carbonilos) y se anadié 1 mL de HCl al 10%. La mezcla se centri-
fugé a 1800 x g durante 7 min para la precipitacion de proteinas
y se deseché el sobrenadante. Al tubo con el precipitado destina-
do para cuantificacién de proteinas se adicioné 1 mL de HCI 2N
y al de carbonilos se afiadi6 una disolucién de 1 mL de HCI 2 N
+ DNPH al 2%. Ambos tubos reposaron 1 h a temperatura am-
biente agitando en un vértex cada 15 min. Al finalizar el tiempo
se anadié 1 mL de TCA 10%, con agitacién y centrifugacién a
1800 x ¢ por 7 min y se deseché el sobrenadante. El precipita-
do se lavé con 1.5 mL de etil-acetato (1:1) hasta desaparecer el
color amarillo, cada precipitado se evapord a sequedad en una
campana de extraccién de gases y se resuspendié con 1.5 mL
de una disolucién de GndCl al 6M + K,;HPO, al 20 mM. La
concentracién de proteina se determiné a 280 nm y se usé BSA
como blanco. El contenido de carbonilos se determiné a 370 nm
y se utilizé el coeficiente de extincién molar para las hidrazonas
de 21.0 mM ecm™. Los resultados se expresaron en nmol de car-

bonilos mg' de proteina.

Analysis of Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

Lipid oxidation was measured using the colorimetric TBARS
method, following Tarladgis e 4/ (1960). A 10 g sample was
mixed with 15 mL of double distilled water at 50 °C and 5 mL
of the PG-EDTA solution (0.5%). The mixture was transferred
into a Kjeldahl beaker, previously sprayed with a silicon acrosol
(Wurth); 77.5 mL of double distilled water were added, along
with, 2.5 mL of HCI 4 N and six distillation beads. The beaker
was placed in a distillation unit, and 50 mL of condensate were
gathered; 5 mL of this condensate were mixed with 5 mL of
2-TBA 0.02 M solution, the mixture was stirred and left in a
water bath at 100 °C for 35 min. Once the resulting solution
temperature was mild, absorbance was measured at 532 nm. As a
control, 5 mL of double distilled water with 5 mL of the 2-TBA
solution were used. The values obtained were adjusted with a
7.8 correction factor and TBARS values were expressed as mg

malondialdehyde (MDA) kg of sample.
Protein oxidation

The analysis of protein oxidation using the DNPH
(2,4-dinitrophenylhydrazine) method was carried out by
quantifying the total carbonyls, following the method by Oliver
et al. (1987). One 2 g sample homogenized in a Polytron with
20 mL of K;HPO, 10Mm + NaCl 0.6 M at a pH 6 for 30 s.
The mixture was filtered using a cotton gauze, two 100 uL
aliquots were taken (one to quantify proteins and another for
carbonyls) and 1 mL of 10 % HCI was added. The mixture was
centrifuged at 1800 x g for 7 min for protein precipitation, and
the supernatant was discarded. In the tube with the precipitate
to be used for the quantification of proteins, we added 1 mL of
HCI 2N, and in the one with carbonyls, a solution of 1 mL of
HCI 2 N + 2% DNPH was added. Both tubes stood at room
temperature, stirring in a vortex every 15 min. Afterwards, 1 mL
of 10% TCA was added, stirred and centrifuged at 1800 x g for
7 min and the supernatant was discarded. The precipitate was
washed with 1.5 mL of ethyl acetate (1:1) until the yellow color
vanished; each precipitate was evaporated until dried in a gas
extraction chamber and resuspended with 1.5 mL of a GndCl
solution at 6M + K,;HPO, at 20 mM. Protein concentration was
determined at 280 nm and BSA was used as a target. Carbonyl
content was determined at 370 nm and the molar extinction
coeflicient was used for the 21.0 mM cm™ hydra zones. Results

were expressed in nmol of carbonyls mg™ of protein.
Statistical analysis

Experiment was set as a completely randomized design,

with a factorial arrangement of A x B as treatments; factor A
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Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar, con un
arreglo factorial A x B en los tratamientos; el factor A fue el por-
centaje de adicién de miel de abeja sin aguijén con cuatro niveles
(0,1,3y5%),y el factor B fue el tiempo de almacenamiento con
cinco niveles (0, 3, 6, 9 y 12 d). Los datos fisicoquimicos se ana-
lizaron con ANDEVA (GLIMMIX SAS 9.4). La comparacién
multiple de medias se realizé con la prueba HSD (p=<0.05). To-
dos los datos se presentan como las medias + error estdndar. Para
las variables respuesta de oxidacién lipidica y proteica se realizd
un andlisis de regresion lineal maltiple (PROC REG) con las va-
riables independientes concentracién de miel y tiempo de alma-

cenamiento en refrigeracién con SAS 9.4 (SAS Institute, 2013).
RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento en coccién (RC)

EI RC fue directamente proporcional al porcentaje de
miel; con la adicién del 5% el rendimiento fue ma-
yor (13.59%) respecto al testigo (0%), aspecto tec-
nolégicamente favorable (Cuadro 1). Johnston e al.

was the percentage of addition of stingless bee honey with four
levels (0, 1, 3 and 5%) and factor B was the time of storage
with five levels (0, 3, 6, 9 and 12 d). The physiochemical data
were analyzed using an ANOVA (GLIMMIX SAS 9.4). The
multiple comparison of means was carried out using the HSD
test (p=<0.05). All the data are presented as the means + standard
error. For the lipid and protein oxidation response variables, a
multiple lineal regression analysis (PROC REG) was carried out,
with honey concentration and time in refrigeration storage as

independent variables in SAS 9.4 (SAS Institute, 2013).
RESULTS AND DISCUSSION
Cooking performance (RC)

The RC was directly proportional to the percentage
of honey; with the addition of 5%, performance
was higher (13.59%) than the control (0%), a
technologically favorable side (Table 1). Johnston ez
al. (2005) reported similar performances at cooking
of beef samples with an addition of 10% bee honey
(Apis mellifera). This is a product highly hygroscopic,
due to great content of sugars (Machado ez 4/., 2017)

Cuadro 1. Valores medios observados en variables fisicoquimicas de pechuga de pollo, adicionada con diferentes concentraciones
de miel de abeja sin aguijon (S. mexicana) y diferentes tiempos de refrigeracién.
Table 1. Mean values observed in physiochemical variables in chicken breast, with different added concentrations of stingless bee
honey (S. mexicana) and different refrigeration storage times.

Variable Nivel de inclusién de miel (%) p=<0.05

respuesta 0 1 3 5 Trat Tiempo Trat*tiempo
RC 73.72+2.20a 75.90+5.13a 80.47+4.97ab  87.31%3.67b

pH 6.28+0.02a 6.28+0.02a 6.26+0.02a 6.24+0.02a 0.456 0.406 1.000
Acidez 0.48+0.02b 0.54+0.02ab 0.56+0.02ab 0.57+0.02a 0.035 0.014 0.995
a 0.9510.003b 0.959+0.003ab  0.963£0.003a  0.969:0.003a  0.001 0.038 0.883
Dureza 69.04+4.36a 73.51+4.16a 70.68+4.16a 80.29+4.16a 0.2595 0.896 1.000
L* 76.99+0.38a 77.55+0.38a 77.13£0.38a 77.10+0.38a 0.7372 0.003 0.990
a* 3.83+0.20a 3.29+0.20ab 2.55+0.20bc 2.13+0.20c <0.0001 0.004 0.866
b* 36.24+1.18a 35.26+1.18a 35.34+1.18a 33.51:1.18a 0.4323 0.1543  0.990
lci);ﬁz‘on 1.49+0.018a 1.20+0.018b 0.93+0.018¢ 0.89:0.018c < 0.001 <0.001  <0.001
g’;‘t‘i?z:’“ 4.05£.0.063a 4.25+0.066a 4.26+0.066a 3.40£0.063b < 0.001 <0.001  <0.001

Medias con letra distinta en hilera indican diferencia estadistica (p=<0.05); Trat, Tiempo y Trat x Tiempo (interaccién tratamiento con
tiempo de almacenamiento) con p=<0.05: representan efecto significativo sobre las variables analizadas; RC: Rendimiento por coccidn,

medicién tnica después del proceso de coccién, no se evalué en el tiempo, expresada en %. Acidez en % 4cido ldctico. Dureza en
Newton, N. Oxidacién lipidica en mg MDA kg de carne cocida y Oxidacién proteica en nmol de carbonilos por mg"! proteina. « x

X

X
X
X
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(2005) reportaron rendimientos similares de coccién
en muestras de carne de res adicionadas con 10%
miel de abeja (Apis mellifera). La miel es un produc-
to con higroscopia alta debido al contenido elevado
de aztcares (Machado ez al., 2017) y esta propiedad
se asocia con la conservacién de la integridad de las
membranas de las fibras musculares en el proceso de
coccién (EL-Kalyoubi, ez al., 2014), lo cual reduce la
pérdida de humedad y explica rendimientos mayores
después de la coccidn.

pH y acidez titulable

El pH no mostré diferencias (p=0.456) entre los
tratamientos, ni durante el tiempo de almacenamien-
to en refrigeracion. En cambio, en la acidez se encon-
tré diferencia (p=0.035) entre las muestras testigo y
las adicionadas con miel al 5%, con un aumento de
0.9% de 4cido lactico (Cuadro 1). La miel de S. mexi-
cana, se caracteriza por tener bajo pH y alta acidez,
debido al contenido de dcidos orgdnicos en la miel
(Jiménez ez al., 2016), por lo cual el aumento en la
acidez de las muestras se puede atribuir a las caracte-
risticas propias de la miel.

Actividad de agua (a )

La adicién de miel en la pechuga de pollo tuvo
influencia significativa (p=0.0009) en la a ; en los
tratamientos con 1 y 3% de miel aumenté 0.01 y
0.02 con 5%, comparada con el testigo a_ = 0951
(Cuadro 1). Johnston ez al. (2005) reportaron resul-
tados similares, con una a_en intervalo de 0.94 - 0.96
en carne de res adicionada con 5, 10 y 15% de miel
de A. mellifera; de manera similar, no encontraron
diferencias (p>0.05) entre los tratamientos durante
12 d de almacenamiento.

Dado que la a es la cantidad de agua disponible
para los microorganismos, podria sugerirse que las
muestras adicionadas con miel son mds susceptibles a
la descomposicién por microorganismos. Sin embar-
go, la miel de abeja tiene efecto antimicrobiano debi-
do ala acidez, la conversién de la glucosa en peréxido
de hidrégeno, la presién osmética producida por la
concentracién alta de azdcares, asi como la presen-
cia de 4cidos fendlicos, terpenos, alcohol bencilico y
sustancias voldtiles (Machado ez al., 2017). A pesar
de que en este estudio dicho efecto no se analizd, se
espera que la adicién de la miel de S. mexicana tenga
una influencia positiva en la calidad y vida atil del
producto.

and this property is related to the conservation of the
integrity in membranes of the muscle fibers at the
cooking process (EL-Kalyoubi, ez al., 2014), which
reduces humidity losses that accounts for higher
yields after cooking.

pH and titratable acidity

There were no differences (p=0.456) on pH
among treatments or in the time of refrigeration
storage. However, there was difference (p=0.035)
between acidity in control samples and those with
5% added honey, with an increase of 0.9% of lactic
acid (Table 1). The honey from S. mexicana is
characterized by a low pH and a high acidity, due to
the amount of fatty acids in honey (Jiménez ez /.,
2016), and therefore the increase in the acidity of the
samples can be attributed to honey intrinsic features.

Wiater Activity (a )

The addition of honey on the chicken breasts had
a significant influence (p=0.0009) on the a ; in the
treatments with 1 and 3% honey, it increased 0.01
and 0.02 with 5%, in comparison with the control
a_=0.951 (Table 1). Johnston et al. (2005) reported
similar results, with an a_inan interval of 0.94 - 0.96
in beef with 5, 10 and 15% added A. mellifera honey;
similarly, no differences were found (p>0.05) among
the treatments for the 12 h of storage.

Given that a is the amount of water available
for the microorganisms, it could be suggested that
the samples with added honey are more susceptible
to decomposition by microorganisms. However, bee
honey has an antimicrobial effect due to its acidity,
glucose conversion into hydrogen peroxide, and
osmotic pressure produced by the high concentration
of sugars, as well as contents of phenolic acids,
terpenes, benzyl alcohol and volatile substances
(Machado ez 4l., 2017). Despite such effects were not
analyzed in this study, the S. mexicana was expected
to have a positive influence on the quality and shelf
life of the product.

The color in the samples with added honey showed
no difference (p=0.737) in L* between treatments. In
index a* there was a significant effect (p=<0.0001) of
the treatments and time of storage; 3 and 5% honey
showed lower values (2.55 and 2.13, respectively).
Index b* remained stable for the 12 d of refrigeration
storage (Table 1).
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El color en las muestras adicionadas con miel
no mostré diferencia (p = 0.737) en L* entre tra-
tamientos. En el indice a* hubo efecto significativo
(p=<0.0001) de los tratamientos y del tiempo de al-
macenamiento; 3 y 5% de miel tuvieron un valor
menor (2.55 y 2.13, respectivamente). El indice b*
permanecié estable durante los 12 d de almacena-
miento en refrigeracién (Cuadro 1).

La coloracién de la carne se atribuye al proceso de
coccidn, y los lipidos actiian como agentes de trans-
ferencia de calor que reaccionan con los componen-
tes de proteinas y carbohidratos de los alimentos, y
generan un color marrén (Sikorski, 2000). Avila et
al. (2013) mencionan que la oxidacién de los 4cidos
grasos afecta el color de la carne y los productos cér-
nicos. Por tanto, valores bajos en a* en las muestras
adicionadas con 3 y 5% de miel se relacionan con
el proceso de coccién y también con una actividad
menor en la oxidacién lipidica; es decir, al efecto an-
tioxidante de la miel de S. mexicana.

EL-Kalyoubi ez al. (2014) registraron un aumen-
to en la luminosidad en 3 a 4 unidades y una tonali-
dad mids oscura a la carne de pollo cocida, comparada
con el testigo durante 14 d de almacenamiento en
carne de pollo adicionada con miel de A. mellifera
(10, 15 y 20%). De manera similar, Alabdulkarim
et al. (2012), encontraron una disminucién signifi-
cativa (p=<0.05) en el color en muestras de carne de
pollo adicionadas con miel de A. mellifera al 5y 10%
durante su almacenamiento por 60 d.

La dureza expresada como la fuerza mdxima ne-
cesaria para comprimir la muestra, se observé con un
incremento ligero en las muestras adicionadas con
miel, pero estas diferencias no fueron significativas
(p=0.259) respecto al control (Cuadro 1). Otras va-
riables del perfil de textura (TPA) tampoco mostra-
ron diferencias (p=0.05) por efecto de la adicién de
miel durante el almacenamiento en refrigeracién a

4°C
Oxidacién lipidica

Los procesos de oxidacién en la carne generan
una pérdida del valor nutricional y disminucién de la
calidad total. Los resultados indicaron que la oxida-
cién lipidica se produjo desde el inicio (0 d) debido
principalmente a la exposicién de las muestras al oxi-
geno. La tendencia de la oxidacién lipidica en los di-
ferentes tratamientos fue directamente proporcional
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The color of the meat is due to the cooking process,
and lipids act as heat-transfer agents that react with
the food’s protein and carbohydrate components,
producing a brownish color (Sikorski, 2000). Avila et
al. (2013) mention that fatty acids oxidation affects
the color of raw meat and meat products. Therefore,
low a* values in the samples with 3 and 5% added
honey are related with the cooking process and with
a lower activity in lipid oxidation; that is, with the
antioxidant effect of S. mexicana honey.

EL-Kalyoubi ez al. (2014) registered an increase
of 3 to 4 units in the luminosity and a darker tone
in the cooked chicken meat, in comparison with the
control, during 14 h of storage of chicken meat with
added A. melliferahoney (10, 15 and 20%). Similarly,
Alabdulkarim ez al. (2012) found a significant
reduction (p=<0.05) in the color of chicken meat
samples with added A. mellifera honey at 5 and 10%
during a 60 d storage period.

Hardness, expressed as the maximum force
needed to compress the sample, was observed with
a slight increase in the samples with added honey,
although these differences were not significant
(p=0.259) compared to control (Table 1). Other
texture profile variables (TPA) showed no differences
(p=0.05) due to the effect of added honey during
refrigeration storage at 4 °C.

Means with different letters per row indicate
statistical differences (p=<0.05); Treat, Time and
Treat x Time (interaction of treatment and time of
storage) at p=<0.05: represent significant effect on
analyzed variables; RC: Cooking performance (%),
single measured after the cooking process, it was
not evaluated through time. Acidity, % lactic acid.
Hardness in Newtons, N. Lipid oxidation in mg
MDA kg of cooked meat and Protein oxidation in
nmol de carbonyls per mg™” protein.

Lipid oxidation

The oxidation processes in the meat lead to a
loss in the nutritional value and a reduction in total
quality. Results indicated that lipid oxidation was
produced from the beginning (0 d), due mainly to
oxygen exposure. Lipid oxidation trend in different
treatments was directly proportional to refrigeration
storage time. TBARS production was lower in
meat added with 5% honey (Figure 1la), with a
determination coeflicient of 78.28%; which resulted



EFECTO DE LA ADICION DE MIEL DE ABEJA SIN AGUIJON (Scaprotrigona mexicana) EN LA CONSERVACION DE CARNE DE POLLO

al tiempo de almacenamiento en frio. La produccién in an overall lower production of TBARS during
de TBARS fue menor en la carne adicionada con 5% 12 d of storage (55.73% less lipid oxidation). This
de miel (Figura 1a), con coeficiente de determinacién means greater antioxidant ability during storage at

del 78.28%; lo cual dio como resultado una produccién 4 °C (Table 1).
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Figura 1. Evolucién de la oxidacién lipidica (A) y proteica (B) en pechuga de pollo (Pectoralis major), adicionada con cuatro
concentraciones de miel de S. mexicana (0, 1, 3 y 5%) y cuatro periodos de tiempo de almacenamiento a 4 °C (0, 3, 6,9
y 12 d). Andlisis de regresién lineal miiltiple: oxidacién lipidica = 0.6149 - 0.1171X, + 0.13024.X, y oxidacién proteica
=3.21- 0.1292A’1 + 0.17851\’2.

Figure 1. Trend in lipid (a) and protein oxidations (b) in chicken (Pectoralis major) breast, with four added concentrations of
S. mexicana honey (0, 1, 3 y 5%) at four time periods of storage at 4 °C (0, 3, 6, 9 y 12 d). Multiple linear regression
models: lipid oxidation = 0.6149 - 0.1171X + 0.13024.X, y protein oxidation = 3.21 - 0.1292X + 0.1785X,.
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de TBARS menor durante los 12 d de almacena-
miento (55.73% menos de oxidacién lipidica). Esto
significa una capacidad antioxidante mayor durante
el almacenamiento a 4 °C (Cuadro 1).

La oxidacién lipidica se atribuye a la interacciéon
del oxigeno, la luz y la coccién como agentes pro-
oxidantes, con los 4cidos grasos poliinsaturados pre-
sentes en la carne durante la refrigeracién (Ahn ez 4l.,
1993). Sarraga et al. (2002) indicaron que el dano
oxidativo es mayor en carne cocida durante el alma-
cenamiento en refrigeracién por la liberacién del hie-
rro enddgeno, hemoglobina, mioglobina, ferritina y
hemosiderina que forman quelatos con aminodcidos,
nucledtidos y fosfatos, lo que induce la oxidacién de
lipidos. La oxidacién lipidica se afecta por valores
bajos en pH y contenidos de agua bajos, lo cual po-
tencializa la capacidad de los metales y las proteinas
de las hemoproteinas para oxidar los lipidos (Gong ez
al., 2010). Sin embargo, esto no es aplicable en nues-
tro estudio porque el pH permanecié estable y la a |
aument6 con la adicién de la miel, al igual que el RC.
Por lo tanto, la reduccién de la oxidacién lipidica se
puede atribuir al efecto de los compuestos antioxi-
dantes presentes en la miel de S. mexicana (Alvarez-
Suarez et al., 2018; Jiménez et al., 2016).

De acuerdo con los resultados en este estudio,
Sampaio e al. (2012) documentaron una disminu-
cién en la oxidacién lipidica en carne de pollo cocida
y adicionada con una mezcla de 5% de miel, orégano
y salvia. EL-Kalyoubi ez al. (2014) encontraron que
la inclusién de miel de A. mellifera al 20% en carne
de pollo presenté valores de TBARS bajos durante
14 d de almacenamiento. Asimismo, Johnston et al.
(2005) observaron una disminucién de oxidacién li-

pidica en hamburguesas de carne de res adicionada
con miel de A. mellifera al 5, 10 y 15%.

Oxidacién proteica

La oxidacién proteica de las muestras de pechuga
de pollo adicionada con miel, mostr6 una tendencia
directamente proporcional al periodo de almacena-
miento. En el testigo (0%) se observé un contenido
de carbonilos mayor por mg de proteina, desde el ini-
cio hasta el final del almacenamiento. Mientras que
en las muestras adicionadas con miel la oxidacién
proteica fue menor y con un coeficiente de deter-
minacién de 68.70% (Figura 1b). Con 5% de miel
se obtuvo 40% menos oxidacién (2.33 nmol de
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Lipid oxidation is attributed to the interaction
of oxygen, light and cooking as oxidizing agents,
with polyunsaturated fats present in the meat during
refrigeration (Ahn ez al., 1993). Sérraga et al. (2002)
indicated that oxidative damage is greater in cooked
meat during refrigeration storage due to endogenous
iron release, hemoglobin, myoglobin, ferritin and
hemosiderin, forming chelates with amino-acids,
nucleotides and phosphates, and inducing lipid
oxidation. Lipid oxidation is affected by low pH
values and low water contents, which boosts the
ability of the metals and hemoproteins to oxidize
lipids (Gong ez al., 2010). However, this does not
apply to our study because the pH remained stable
and a, increased with the addition of honey, like
RC. Therefore, the decrease in lipid oxidation can be
attributed to the effect of the antioxidant compounds
present in S. mexicana honey (Alvarez-Suarez et al.,
2018; Jiménez et al., 2016).

According to the results in this study, Sampaio
et al. (2012) reported decrease in lipid oxidation in
cooked chicken meat with an added mixture of 5%
honey, oregano and sage. EL-Kalyoubi ez /. (2014)
found that addition of A. mellifera honey at 20% in
chicken meat allowed lower TBARS values during
14 d at storage. Likewise, Johnston ez al. (2005)
observed a decrease in the lipid oxidation of beef
hamburger patties with added A. mellifera honey at
5, 10 and 15%.

Protein oxidation

The protein oxidation of the chicken breast
samples with added honey displayed a trend
proportionally direct to storage period. In the
control (0%), a higher content of carbonyls per mg
of protein was observed from the beginning to the
end of the storage period, whereas in the samples
with added honey, protein oxidation was lower and
with a 68.70% determination coefficient (Figure 1b).
With 5% honey, 40% less oxidation (2.33 nmol of
carbonyls mg™ protein) than the control was obtained
after 12 h of storage (Table 1).

The presence of carbonyl groups found in
proteins is used as a marker of protein oxidation.
Reactive to oxygen species trigger the oxidation of
amino-acids residues from lateral chains, protein-
protein bonds formation, and the oxidation of
protein skeleton, resulting in protein fragmentation
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carbonilos mg™" proteina) que el testigo, después de
12 d de almacenamiento (Cuadro 1).

La presencia de grupos carbonilos en las protei-
nas se utiliza como marcador de la oxidacién protei-
ca. Las especies reactivas al oxigeno desencadenan la
oxidacién de residuos de aminodcidos de las cadenas
laterales, la formacién de uniones proteina-proteina
y la oxidacién del esqueleto de la proteina, lo cual da
como resultado la fragmentacién de proteinas (Ber-
lett y Stadtman, 1997). Estévez y Cava (2004) men-
cionaron que el almacenamiento en refrigeracién
conduce a una carbonilacién mayor de proteinas por
la relacién con el grado de oxidacién lipidica y el au-
mento del hierro endégeno. Todo lo cual afecta la
funcionalidad y solubilidad de la proteina, y causa
un aumento en la pérdida de agua, geles proteicos
mds débiles o emulsiones menos estables. Estas mo-
dificaciones tienen un efecto negativo en la calidad
de la carne en términos de textura, terneza y color
(Ventanas et al., 2006). Sin embargo, los resultados
de nuestro estudio mostraron que la adicién de miel
S. mexicana (5%), aument6 RCy a , y retrasé la oxi-
dacién proteica en comparacién con las muestras de
carne sin miel.

CONCLUSIONES

La inclusién de miel de abeja sin aguijén (S. mexi-
cana) permitié la conservacion de la pechuga de pollo
triturada y cocinada durante su almacenamiento en
refrigeracién hasta por 12 d. La dureza, el pH y el co-
lor no mostraron efectos con la adicién de miel, estas
variables de calidad se mantuvieron estables durante
el almacenamiento.

La calidad tecnoldgica de la carne mejoré y dis-
minuyeron las pérdidas de peso por efecto de la coc-
cién. La oxidacién, lipidica y proteica, de la carne fue
directamente proporcional al tiempo de almacena-
miento en refrigeracién. Pero la adicién de este tipo
de miel causé una disminucién significativa en dicha
oxidacién conforme aumenté el porcentaje anadido.

La miel de abeja sin aguijén se presenta entonces
como un producto funcional, natural y alternativo
para la conservacién de la calidad de la carne, sobre
todo como sustituto de antioxidantes sintéticos.
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presented as a functional, natural and alternative
product for meat quality conservation, particularly
as a substitute for synthetic antioxidants.

—End of the English version—
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RESUMEN

A pesar de la importancia censal del ganado porcino criollo,
Ecuador no tiene razas porcinas caracterizadas y reconocidas con
cardcter oficial. No se conocen las caracteristicas morfoldgicas de
las poblaciones criollas de la Zona de Planificacién 5, tampoco
si presentan diferencias con otras poblaciones americanas e ibéri-
cas. El objetivo de este estudio fue realizar un andlisis biométrico
en cerdos criollos ecuatorianos y relacionarlo con poblaciones
Iberoamericanas. El estudio incluydé 338 hembras adultas elegi-
das al azar pertenecientes a cuatro poblaciones criollas ecuato-
rianas: Bolivar (75), Guayas (109), Los Rios (95) y Santa Elena
(59), ademds del Criollo cubano (50), Pelén mexicano (158),
Entrepleado (149), Lampifo (77), Manchado de Jabugo (16),
Portugués (20), Retinto (207) y Torbiscal (86). Con ocho va-
riables zoométricas y cinco indices zoométricos (IZ) se realizé
un estudio descriptivo, as{ como un andlisis comparativo de los
IZ con ANDEVA, con la poblacién como factor de variacidn,
ademds de un andlisis discriminante candnico con las variables
zoométricas. Las poblaciones ecuatorianas destacaron por su ca-
rdcter braquicéfalo, indice pelviano mayor y linea dorsolumbar
con inclinacién caudal ascendente, y presentaron formato corpo-
ral menor respecto a las ibéricas y caracteristicas similares al resto
de las poblaciones evaluadas. Las diferencias estadisticas entre
los IZ y las distancias de Mahalanobis y las euclidianas indivi-
duales permitieron sugerir un patrén zoométrico distinto para
cada poblacién. La formacién de dos grandes grupos mostré un

tipo americano que abarcé a las poblaciones ecuatorianas, y otro
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ABSTRACT

Despite the importance of the creole pig census, Ecuador has
not officially recognized and characterized pig breeds. The
morphological characteristics of the creole populations in
Planning Zone 5 are not known, nor whether they are different
from other American and Iberian populations. The objective of
this study was to carry out a biometric analysis in Ecuadorian
creole pigs and relate it to Ibero-American populations. The
study included 338 adult females randomly chosen from four
Ecuadorian creole populations: Bolivar (75), Guayas (109), Los
Rios (95) and Santa Elena (59), in addition to Cuban Creole
(50), Mexican Pelén (158), Entrepleado (149), Lampino (77),
Manchado de Jabugo (16), Portuguese (20), Retinto (207) and
Torbiscal (86). A descriptive study was carried out with eight
zoomometric variables and five zoomometric indexes (IZ), as
well as a comparative analysis of the IZ with ANOVA, with the
population as a factor of variation, in addition to a canonical
discriminant analysis using the zoomometric variables. The
Ecuadorian populations stood out for their brachicephalic
character, greater pelvic index and dorsolumbar line with
ascending caudal inclination, smaller corporal format with
respect to the Iberian ones and similar characteristics to the rest
of the evaluated populations. The statistical differences between
the IZ and the distances of Mahalanobis and the individual
Euclidians allowed suggesting a different zoometrical pattern for
each population. The formation of two large groups displayed
an American type that included Ecuadorian populations, and
a Mediterranean type that included Iberian populations. The
greatest proximity between Ecuadorian populations was found
between Bolivar and Santa Elena, followed by Guayas and Los
Rios; Mexican Pelén and Cuban Criollo occupied intermediate

positions. Although there is a historical relationship with the
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de tipo mediterrdneo que englobé a las ibéricas. La proximidad
mayor entre poblaciones ecuatorianas se encontré entre Bolivar
y Santa Elena, le siguieron Guayas, y Los Rios; Pelén mexicano
y Criollo cubano ocuparon posiciones intermedias. Aunque hay
relacién histérica con el tronco ibérico, las poblaciones america-
nas se han diferenciado con el tiempo de acuerdo con la ubica-

cién geografica del ecosistema donde se desarrollan.

Palabras clave: zoometria, caracterizacién, recursos genéticos,

conservacion, especie porcina.
INTRODUCCION

a crfa de ganado porcino criollo se ha transmi-

tido entre generaciones en Iberoamérica desde

la época de la colonizacién hasta la actualidad
(Gama ez al., 2017), y la carne y grasa producidas
son una base de la seguridad alimentaria (Barba ez a/.,
2014). Esta préctica ganadera tradicional suele ser la
fuente mds importante de proteina de origen animal
en comunidades marginadas y econémicamente de-
primidas, a través de los sistemas de traspatio y de
ganaderifa familiar de subsistencia (Rodriguez ez al.,
2018).

Las poblaciones porcinas criollas se caracterizan
por su gran rusticidad y capacidad de adaptacién a
las condiciones de explotacién extensivas, debido a la
resistencia a enfermedades y al aprovechamiento de
recursos naturales y subproductos agricolas para su
alimentacién. También porque requieren adopcién
escasa de tecnologia para su cria (Rodriguez-Gal-
van et al, 2018). Por todo ello, se pueden conside-
rar como animales de costo bajo. Ademds, su ritmo
productivo, prolificidad y velocidad de crecimiento
confieren fortalezas importantes al utilizarlos en sis-
temas de produccién compatibles con el desarrollo
sostenible (Nufez-Dominguez ez al., 2016; Aparicio
et al., 2018).

En el 4mbito iberoamericano, los estudios de ca-
racterizacién morfolégica del cerdo criollo son rela-
tivamente recientes (Linares ez 2/, 2011), en especial
aquellos basados en aspectos descriptivos de los in-
tervalos bioldgicos de variacién dentro de cada po-
blacién, como es el caso del Pelén mexicano (Sierra
et al., 2016), el Pampa Rocha en Uruguay (Castro
et al., 2012), asi como estudios sobre el criollo de
Guatemala (Lorenzo et al., 2012), criollo costero de
Argentina (Carpinetti ez al., 2016) y el criollo pe-
ruano (Céspedes et al., 2016). De manera similar, se

898 | VOLUMEN 54, NUMERO 7

Iberian trunk, American populations have been differentiated
with time according to the geographical location of the ecosystem

where they are developed.

Key words: zoometry, characterization, genetic resources,

conservation, swine species.
INTRODUCTION

reole pig breeding has passed down through

generations in Iberoamerica from the

colonization era to the present (Gama ez al.,
2017), and the meat and fat produced are a basis for
food security (Barba er al., 2014). This traditional
livestock practice is often the most important source
of animal protein in marginalized and economically
depressed communities through backyard and
subsistence family livestock systems (Rodriguez ez
al., 2018).

Creole pig populations are characterized by their
great rusticity and capacity to adapt to extensive
farming conditions, due to their resistance to diseases
and the use of natural resources and agricultural
by-products for their feeding. Also, they require
simple technology for their breeding (Rodriguez-
Galvan et al., 2018). For all these reasons, they can
be considered as low-cost animals. In addition, their
productive rate, prolificacy and growth speed confer
important strengths when used in production systems
compatible with sustainable development (Nuafez-
Dominguez et al., 2016; Aparicio ez al., 2018).

In the case of Iberoamerica, morphological
characterization studies of the creole pig are relatively
recent (Linares er al., 2011), especially those based
on descriptive aspects of the biological intervals
of variation found within each population, as is
the case of the Mexican Pelén (Sierra ez al., 2016),
Pampa Rocha in Uruguay (Castro ez al., 2012), as
well as studies on Guatemalan creole (Lorenzo et al.,
2012), Argentinean coastal creole (Carpinetti ez al.,
2016), and Peruvian creole (Céspedes et al., 2016).
Similarly, comparative analyses between populations
were undertaken to quantify differences between
racial groups within a country (Cabello ez /., 2007;
Barrera et al., 2007), or between breeds in Ibero-
American countries compared to probable native
breeds.

From the point of view of the conservation
of animal genetic resources, the morphological
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han realizado andlisis comparativos entre poblaciones
para cuantificar las diferencias entre los grupos ra-
ciales de un pais (Cabello ez /., 2007; Barrera ez al.,
2007), o entre las razas de paises iberoamericanos en
comparacién con las probables razas originarias.

Desde el punto de vista de la conservacién de los
recursos zoogenéticos, la caracterizacién morfolédgica
es una de las primeras actividades a desarrollar sobre
las poblaciones pecuarias a preservar, aunada a la ca-
racterizacién demogréfica, productiva y de genética
molecular permitirian implementar un programa de
rescate o preservacién de cada poblacién estudiada
(Nieto ez al., 2019). Los caracteres morfoldgicos per-
miten describir e identificar individuos o grupos de
individuos con caracteristicas similares, ademds de
posibilitar la diferenciacién o el establecimiento de
posibles relaciones entre distintas poblaciones (FAO,
2012).

Ecuador tiene pocos estudios de caracterizacion
en la especie porcina (FAO, 2015), y es evidente la
ausencia de estudios comparativos entre poblacio-
nes. No hay referencias de la existencia de poblacio-
nes porcinas criollas en la base de datos del Sistema
de Informacién sobre la Diversidad de los Anima-
les Domésticos (DAD-IS) de la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y Agricultura
(FAO, 2019). El objetivo del estudio fue comparar
la biometria de cerdos criollos ecuatorianos con la de
poblaciones iberoamericanas para su caracterizacién
racial con vistas al desarrollo de un programa de res-
cate y preservacion de los recursos genéticos porcinos
americanos.

MATERIALES Y METODOS

Recopilacién de informacién

El 4rea de estudio fue la Zona de Planificacién 5, en el cen-
tro-oeste de Ecuador (0° 50’y 3° 3’ Sy 78° 51’ a 81° 1’ O). El
drea la integran las provincias Bolivar (3945 km?), Guayas (10
847.8 km?), Los Rios (7205.3 km?) y Santa Elena (3690.2 km?),
con excepcién del Archipiélago de Galdpagos, y su superficie to-
tal es 25 688.7 km?, distribuidos en 45 cantones. Esta zona estd
conformada por ecosistemas de sierra y de costa; asi, la provin-
cia de Bolivar estd entre 180 y 4000 m de altitud, mientras que
Guayas, Los Rios y Santa Elena estdn en una gran llanura aluvial
y a una altitud de 0 a 500 m. El intervalo de temperaturas me-
dias varfa de 13.5 y 25.7 °C, lo cual conforma diversas variantes
climdticas, desde el tropical seco al tropical hiimedo, templado,

desértico frio y glacial (SENPLADES, 2015). Hay 1 193 052

characterization is one of the main activities to develop
on the cattle populations to preserve, together with
the demographic, productive and molecular genetic
characterization, which would allow to implement
a rescue or preservation program of each studied
population (Nieto ez al, 2019). Morphological
characters allow the description and identification
of individuals or groups of individuals with similar
characteristics, as well as making it possible to
differentiate or establish possible relationships
between different populations (FAO, 2012).

Ecuador has few characterization studies on
swine species (FAO, 2015), and there is a clear
lack of comparative studies between populations.
There are no references to the existence of creole
pig populations in the database of the United
Nations Food and Agriculture Organization’s
Domestic Animal Diversity Information System
(FAO, 2019) (DAD-IS). The aim of the study was
to compare the biometrics of Ecuadorian creole
pigs with those of Ibero-American populations for
breed characterization with a view to developing a
program to rescue and preserve American pig genetic
resources.

MATERIALS AND METHODS

Gathering information

The area of study was Planning Zone 5, located at the center-
west of Ecuador (0° 50’ and 3° 3’ S and 78° 51’ to 81° 1’ W). The
area is made up of the provinces of Bolivar (3945 km?), Guayas
(10 847.8 km?), Los Rios (7205.3 km?) and Santa Elena
(3690.2 km?), with the exception of the Galapagos Archipelago,
and its total area is 25 688.7 km?, distributed in 45 cantons.
This zone is made up of mountain and coastal ecosystems; thus,
Bolivar province is at an altitude of 80 and 4000 m, while
Guayas, Los Rios and Santa Elena are in a great alluvial plain
and at an altitude of 0 to 500 m. The average temperature range
varies from 13.5 to 25.7 °C, which conforms diverse climatic
variants, from dry tropical to humid tropical, temperate, cold
desert and glacial (SENPLADES, 2015). There are 1 193 052
creole pigs INEC, 2019), of which 18.6% are within this area
of study.

The sample for the study included 338 adult females from
the Ecuadorian creole cattle population: Bolivar (B, n=75),
Guayas (G, n=109), Los Rios (LR, n=95) and Santa Elena (SE,
n= 59). In addition, with 1101 adult females, a comparative
and differentiation analysis was carried out between Ecuadorian

creole pigs and two American pig populations: Cuban creole
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porcinos criollos (INEC, 2019), de los cuales 18.6% estdn en
dicha 4rea de estudio.

La muestra para el estudio incluy6é 338 hembras adultas de
la poblacién del ganado criollo ecuatoriano: Bolivar (B, n = 75),
Guayas (G, n=109), Los Rios (LR, n=95) y Santa Elena (SE, n=
59). Ademds, con 1101 hembras adultas se realizé un andlisis
comparativo y de diferenciacién entre el ganado porcino criollo
ecuatoriano y dos poblaciones porcinas americanas: Criollo Cu-
bano (CC, n=50) y Pelé6n Mexicano (PM, n=158), y seis pobla-
ciones porcinas ibéricas: Entrepelado (IB-E, n=149), Lampino
(IB-L, n= 77), Manchado de Jabugo (IB-M]J, n=16), Portugués
(IB-P, n=20), Retinto (IB-R, n=207) y Torbiscal (IB-T, n=86).

Variables zoométricas

Las variables evaluadas fueron algunas de las recomendadas
por Parés (2009): anchura de la cabeza (ACF), longitud de la
cabeza (LCF), longitud de la cara (LR), alzada a la cruz (ACR),
alzada a la entrada de la grupa (AEG), anchura de la grupa (AG),
longitud grupa (LG) y perimetro de la cana (PC). Estos valores
se obtuvieron con un bastén zoométrico Hauptner, compés de

brocas y cinta métrica inextensible.
Indices zoométricos

Los indices zoométricos (IZ) de interés etnoldgico fue-
ron: indice cefélico (ICEF=ACF*100/LCF) ¢ indice pelviano
(IPEL=AG*100/LG), el de interés productivo: indice de grue-
so relativo de la cana (IGRC=PC*100/ACR) y otros dos: indice
facial (IFAC=LR*100/LCF) e indice morfolégico de Alderson
sobre alzada inclinada (IALD1=ACR-AEG). Los indices se cal-

cularon con la metodologia propuesta por Parés (2009).
Anilisis estadistico

Estadistica descriptiva se utilizé para las variables cuantita-
tivas, y ANDEVA univariante para los indices zoométricos, con
la poblacién como efecto fijo tnico. Una vez identificada la dife-
rencia signiﬁcativa, se realizé analisis discriminante candnico con
las variables morfométricas para reconocer las relaciones entre las
12 poblaciones porcinas. También se calcularon las distancias de
Mabhalanobis para estimar el grado de diferenciacién entre dichas
poblaciones. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el

software Statistica for Windows, versién 10 (StatSoft, 2011).
RESULTADOS Y DISCUSION
Los estadisticos descriptivos de las variables mor-

fométricas estudiadas en las 12 poblaciones porcinas
iberoamericanas (Cuadro 1) mostraron valores
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(CC, n=50) and Mexican Pelén (PM, n=158) and six Iberian pig
populations: Entrepelado (IB-E, n=149), Lampino (IB-L, n=77),
Manchado de Jabugo (IB-M]J, n=16), Portuguese (IB-P, n=20),
Retinto (IB-R, n=207) and Torbiscal (IB-T, n=86).

Zoometric variables

The variables evaluated were some of those recommended by
Parés (2009): head width (ACF), head length (LCF), face length
(LR), height at withers (ACR), height at the entrance of the
rump (AEG), rump width (AG), rump length (LG) and rump
perimeter (PC). These values were obtained with a Hauptner
measuring cane, a drill compass and an inextensible measuring

tape.
Zoometric indexes

The zoomtric indexes (IZ) of ethnological interest were:
cephalic index (ICEF=ACF*100/LCF) and pelvic index
(IPEL=AG*100/LG), the one of productive interest: cane’s
relative thickness index (IGRC=PC*100/ACR) and two others:
facial index IFAC=LR*100/LCF) and Alderson’s morphological
index on inclined height (IALD1=ACR-AEG). The indices were
calculated with the methodology proposed by Parés (2009).

Statistical analysis

Descriptive statistics were used for quantitative variables,
and univariate ANOVA for zoometric indexes, with population
as the single fixed effect. Once the significant difference was
identified, a canonical discriminant analysis was carried out
with the morphometric variables to recognize the relationships
among the 12 pig populations. Mahalanobis distances were also
calculated to estimate the degree of differentiation between these
populations. All statistical analyses were performed with the

Statistica for Windows software, version 10 (StatSoft, 2011).
RESULTS AND DISCUSSION

The descriptive statistics of the morphometric
variables studied in the 12 Ibero-American pig
populations (Table 1) showed lower values than the
European breeds as a whole (Bozzi et al., 2018),
although the highest averages were found in the
Iberian varieties with respect to the American
populations, with the exception of ACF, where CC,
SE, LRand PY were higher than the other populations.
'The variables related to the head: ACF, LCE and LR,
showed B as the population with the lowest values:
12.81, 25.25, and 13.80 cm, respectively; while the
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inferiores al conjunto de razas europeas (Bozzi ez al.,
2018), si bien los promedios mds altos se encontra-
ron en las variedades ibéricas respecto a las pobla-
ciones americanas, con excepcién de ACF donde
CC, SE, LRy PY fueron superiores a las otras pobla-
ciones. Las variables relativas a la cabeza ACF, LCF
y LR, evidenciaron a B como la poblacién con los
menores valores: 12.81, 25.25 y 13.80 cm, respec-
tivamente; mientras que los valores mayores corres-
pondieron con PY (ACF: 16.23), E (LCF: 32.006) y
T (LR: 22.15). ACR y AEG presentaron un com-
portamiento similar: minimo para SE con 5891 y
64.00, respectivamente; méximo para T con 78.17 y
82.33, respectivamente. De forma similar, AG y LG
reflejaron minimos en SE, con 18.05 y 23.46, res-
pectivamente, y mdximo para L con 24.42 y 32.58,
respectivamente. Respecto a PC, la variacién oscilé
entre el valor minimo en B (11.49) y el mdximo en
T (16.38). Todo ello confirma que los porcinos de
la peninsula ibérica presentaron un formato corporal
mayor que los criollos, en especial los ecuatorianos.

Las diferencias de tamano se explican al consi-
derar los mecanismos adaptativos de esta especie en
distintos ecosistemas, de manera que las poblaciones
localmente adaptadas en climas tropicales tienden a
presentar tamafno y peso vivo menores frente a las po-
blaciones animales de climas templados o frios, las
cuales se caracterizan por formatos corporales mayo-
res (Cuadro 1). Asimismo, las diferencias de tamafo
corporal podrian deberse al tipo y disponibilidad de
alimento en el hdbitat natural de las poblaciones por-
cinas americanas y, ademds, al efecto de la depresién
consanguinea en los casos de gestién de cria endoga-
mica en nucleos de reducido tamafo efectivo de la
poblacién.

El Cuadro 2 incluye la comparacién de medias
para los indices zoométricos en las poblaciones estu-
diadas y debe destacarse que los indices zoométricos
fueron significativos (Cuadro 2). El ICEF vari6 en-
tre un minimo de 43.58 (E) y 57.14 (PY), el cual
mostrd valores dolicocéfalos (< 50) en las poblaciones
ibéricas junto a CC (45.93), para conformar un gru-
po de homogeneidad entre ellas; M] (48,97) com-
partié agrupamiento con G (51.17), SE (52.17), LR
(52.56) y B (54.33) con proximidad a la mesocefa-
lia (50) junto a G, SE y LR, mientras que las otras
poblaciones se encuadraron en valores braquicéfalos
(>50), en especial en el caso de B y PY.

Estos resultados indican la analogia morfoestruc-
tural del CC respecto a las poblaciones ibéricas en el
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highest values corresponded to PY (ACF: 16.23), E
(LCF: 32.06), and T (LR: 22.15). ACR and AEG
showed similar behavior: minimum for SE with
58.91 and 64.00, respectively; maximum for T with
78.17 and 82.33, respectively. Similarly, AG and LG
reflected minimums in SE, with 18.05 and 23.46,
respectively, and maximums for L with 24.42 and
32.58, respectively. With respect to PC, the variation
ranged from the minimum value in B (11.49) to the
maximum in T (16.38). All this confirms that pigs
from the Iberian Peninsula presented a larger body
format than creoles, especially Ecuadorians.

The differences in size are explained by considering
the adaptive mechanisms of this species in different
ecosystems, so that locally adapted populations in
tropical climates tend to have smaller size and live
weight compared to animal populations in temperate
or cold climates, which are characterized by larger
body shapes (Table 1). Likewise, differences in body
size could be due to the type and availability of food in
the natural habitat of American pig populations and,
in addition, to the effect of inbreeding depression in
cases of endogamic breeding management in nuclei
of reduced effective population size.

Table 2 includes the mean comparison for
zoomometric indexes in the populations studied and
it should be noted that they were significant (Table
2). The ICEF varied between a minimum of 43.58
(E) and 57.14 (PY), which showed dolichocephalic
values (<50) in the Iberian populations together with
CC (45.93), to conform a group of homogeneity
among them; M] (48.97) shared grouping with G
(51).17), SE (52.17), LR (52.56) and B (54.33) with
proximity to mesocephaly (50) together with G, SE
and LR, while the other populations were grouped in
brachycephalic values (>50), especially in the case of
B and PY.

These indicate the morphological-
structural analogy of the CC with respect to the
Iberian populations in the main zoomometric index
of ethnological characterization (Parés, 2009).
Therefore, if this population was influenced by others
during its history (Revidatti ez /., 2014), it still shares
common characters to the original Mediterranean
trunk as a consequence of the introduction of pigs
from the Iberian Peninsula, which arrived to Cuba
since Columbus’ second expedition, and this could
also be due to the geographical isolation of the insular
population, unlike other populations distributed in
the continental territory (Gama ez /., 2017).

results
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Cuadro 2. Comparacién de medias para los indices zoométricos en las poblaciones porcinas iberoamericanas.
Table 2. Mean comparison for zoometric indexes in the 12 Ibero-American populations.

Raza ICEF DE IPEL DE IGRC DE IFAC DE ALD1 DE
Entrcpclado (E) 43.58a 4.57 75.67¢ 6.81 20.20a 1.20 64.26b 5.72 -2.90a 2.16
Lampino (L) 44.78a 5.08 75.12¢ 6.98 20.65b 1.06 66.07c 6.08 -3.62a,b  2.33
Retinto (R) 43.94a 3.32 74.06¢ 9.02 20.63a,b  1.29 67.85¢ 473 -4.21b,c  2.60
Torbiscal (T) 44.74a 4.60 69.66b 8.63 20.99b 1.03 70.16¢ 4.83 -4.25b,c  2.01
Portugués (P) 44.48a 3.72 60.102 8.61 21.00b 1.78 65.50c 4.60 -8.37d 5.18
M. Jabugo (M]) 48.97a,b 3.02 85.65d 18.48 20.90b 0.99 64.45b,c 3.58 -4.16b,c 191
Criollo Cubano (CC)  45.93a 4.07 74.05b,c 9.22 24.40d 1.75 55.03a 4.63 -5.43¢c,d  1.73
Bolivar (B) 54.33b,c 9.55 72.56b,c 8.03 18.79a 1.88 55.39a 9.25 -6.44d 1.86
Guayas (G) 51.17b 0.37 76.20c 7.13 20.67b 3.65 54.97a 7.81 -4.76¢ 1.68
Los Rios (LR) 52.56b 8.36 81.9d 6.22 21.32b 2.39 70.18¢ 7.74 -6.59d 1.56
Santa Elena (SE) 52.17b 9.21 77.02¢ 9.56 19.67a 2.66 58.03a,b  10.68 -5.09¢ 1.15
Pelén Yucatin (PY) 57.14c 10.50 73.21b,c 9.55  23.09¢ 3.21 58.91b 15.53 5.38¢ 3.00

ICEF: indice cefélico. IPEL: indice pelviano. IGRC: indice de grueso relativo de la cafa. IFAC: indice facial; IALD1: indice morfoldgico
de Alderson sobre alzada inclinada; medias con letra distinta en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey; p<0.05).
ICEF: cephalic index; IPEL: pelvic index; IGRC: cane relative thickness index; IFAC: facial index; IALD1: Alderson’s morphological
index on height at withers. Means with different letter in each column are statistically different (Tukey; p=<0.05).

principal indice zoométrico de caracterizacién etno-
l6gica (Pares, 2009). Por lo tanto, si esta poblacién
recibié influencia de otras durante su historia (Re-
vidatti ez al., 2014), todavia comparte caracteres co-
munes al tronco mediterrdneo originario como con-
secuencia de la introduccién de cerdos procedentes
de la Peninsula Ibérica, que llegaron a Cuba desde el
segundo viaje de Coldn, y esto también podria deber-
se al aislamiento geografico de la poblacién insular,
a diferencia de otras poblaciones distribuidas en el
territorio continental (Gama ez al., 2017).

En otras poblaciones americanas existe evidencia
de influencia mayor de otras poblaciones ajenas al
tronco mediterrdneo, tal vez derivadas de la introduc-
cién de cerdos de origen asidtico a través de las ru-
tas maritimas comerciales del Pacifico, como el caso
del Gale6n de Manila que conect6 las Islas Filipinas
con Acapulco (Barba ez al., 2014), lo que explicaria
el cardcter braquicéfalo de PY y de las poblaciones
ecuatorianas.

Por su conformacién, las poblaciones criollas por-
cinas ecuatorianas pudieron evolucionar de forma
paralela a la descrita para las razas bovinas de Ecua-
dor, en la cual la introduccién de bovinos forineos
ocurri6 por via maritima desde Panam4 y se extendié
por la costa ecuatoriana (Barba ez al., 2014). Esto ex-
plica el porqué los caracteres cefélicos son muy cons-
tantes en cada poblacién y les afecta muy poco el am-
biente (Parés, 2009), mientras que los otros indices

In other American populations there is evidence
of greater influence from other populations outside
the Mediterranean trunk, perhaps derived from the
introduction of pigs of Asian origin through the
commercial maritime routes of the Pacific, as in
the case of the Manila Galleon that connected the
Philippine Islands with Acapulco (Barba ez /., 2014),
which would explain the brachycephalic character of
PY and the Ecuadorian populations.

Given their conformation, Ecuadorian creole pig
populations were able to evolve in parallel to that
described for Ecuadorian cattle breeds, in which
the introduction of foreign cattle occurred by sea
from Panama and spread along the Ecuadorian coast
(Barba ez al., 2014). This explains why the cephalic
characteristics are very constant in each population
and are affected very little by the environment
(Parés, 2009), while the other zoomometric indexes
are always subject to the adaptation of the animals
to the different existing environmental and climatic
conditions (Cabello ez al., 2007).

The IPEL reflected intermediate values for the
Ecuadorian populations with respect to the other
populations, where B (72.56), G (76.20) and SE
(77.02) formed a homogeneity group with CC
(74.05), PY (73.21), E (75.67), L (75.12) and R
(74.06), and LR (81.90) leaned towards the highest
values with a homogeneity group together with MJ
(85.65). At the lower end was P (60.10) as the only
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zoométricos se supeditan siempre a la adaptacién de
los animales a las diferentes condiciones ambientales
y climdticas existentes (Cabello ez 4/, 2007).

EI IPEL reflej6 valores intermedios para las pobla-
ciones ecuatorianas respecto a las demds poblaciones,
donde B (72.56), G (76.20) y SE (77.02) confor-
maron un grupo de homogeneidad con CC (74.05),
PY (73.21), E (75.67), L (75.12) y R (74.06), y LR
(81.90) se incliné hacia los mayores valores con un
grupo de homogeneidad junto a MJ (85.65). En el
extremo inferior quedé el P (60.10) como grupo
tnico, y T (69.66) con homogeneidad compartida
con B, PY y CC. De todo ello se deduce una aptitud
positiva hacia la facilidad de parto en la mayor par-
te de las poblaciones consecuente con la relacién de
la anchura de la pelvis respecto a su longitud (Parés,
2009).

El IGRC ofreci6 resultados muy variables en las
poblaciones ecuatorianas, desde la integracién de B
(18.79) y SE (19.67) en el mismo grupo de homo-
geneidad de E (20.20) y R (20.63), con el menor va-
lor promedio, seguido de un agrupamiento multiple
conformado por L (20.65), G (20.67), M]J (20.90),
T (20.99), P (21.00) y LR (21.32) en el cual también
entrd R (20.63). En el extremo superior estdn las po-
blaciones de PY (23.09) y CC (24.40) al constituir
sendos grupos de homogeneidad independientes en-
tre si. Este IZ de tipo funcional explica la inexistencia
de criterios selectivos uniformes en las distintas po-
blaciones. Lo anterior, en cada caso pudo ser conse-
cuencia de las adaptaciones funcionales especificas de
cada poblacién en sus respectivas dreas o ecosistemas
de difusién natural (Gama ez al., 2017).

El TFAC mostré diferencias significativas entre
las 12 poblaciones. Los valores dolicoprosopios se
evidenciaron en todos los casos, si bien G (54.97)
y B (55.39) tienden a posiciones mds préximas a
la mesoprosopia junto a CC (55.03) y SE (58.03),
mientras que MJ (64.45), P (65.50), L (66.07), R
(67.85) y T (70.16) ocuparian los valores mdximos
de dolicoprosopia, y las otras poblaciones en posicio-
nes intermedias. Estos resultados informan de cerdos
con la regién facial bien desarrollada, lo cual facilita
la bsqueda, recoleccién y consumo de alimentos en
condiciones de explotacién extensiva.

En las poblaciones ecuatorianas, el IALD1 mostrd
valores promedio mayores a la media del conjunto, en

especial en LR (-6.59) y B (-6.44), que se agruparon
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group, and T (69.66) with homogeneity shared
with B, PY and CC. From all this, we can deduce
a positive aptitude towards the ease of birth in most
of the populations that is consequent to the relation
of the pelvis width with respect to its length (Parés,
2009).

The IGRC offered highly variable results in the
Ecuadorian populations, from the integration of B
(18.79) and SE (19.67) in the same homogeneity
group of E (20.20) and R (20.63), with the lowest
average value, followed by a multiple grouping made
up of L (20.65), G (20.67), MJ (20.90), T (20.99),
P (21.00) and LR (21.32), in which R (20.63) also
entered. At the top end are the populations of PY
(23.09) and CC (24.40), as they each constitute
independent groups of homogeneity. This functional
IZ explains the lack of uniform selective criteria in
the different populations. In each case, this could be
a consequence of the specific functional adaptations
of each population in their respective areas or
ecosystems of natural diffusion (Gama ez al., 2017).

IFAC showed significant differences among the 12
populations. Dolicoprosopic values were evidenced
in all cases, although G (54.97) and B (55.39)
tend to positions closer to mesoprosopia, next to
CC (55.03) and SE (58.03), while MJ (64.45), P
(65.50), L (66.07), R (67.85) and T (70.16) would
hold the maximum values of dolicoprosopia, and the
other populations tend to intermediate positions.
These results report pigs with well-developed facial
region, which facilitates the search, collection and
consumption of food under extensive exploitation
conditions.

In Ecuadorian populations, the IJALD1 showed
average values higher than the overall mean, especially
in LR (-6.59) and B (-6.44), which were grouped
together with P (-8.37) and CC (-5.43), compared
with G (-4.76) and SE (-5.09) together with CC
(-5.43), PY (-5.38), R (-4.21), T (-4.25) and M]
(-4.16), although CC overlapped in both groupings.
These results showed the importance of this adaptive
type of character in Ecuadorian agriculture, given
the importance of the upward slope of the pigs
dorsolumbar line, which favors their functional
gymnastics in difficult orography, a situation to be
taken into account since on many occasions pigs are
exploited in marginal lands, where other livestock
species are not competitive.
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junto a P (-8.37) y CC (-5.43), en comparacién con
G (-4.76) y SE (-5.09) en unién a CC (-5.43), PY
(-5.38), R (-4.21), T (-4.25) y M] (-4.16), si bien CC
se solapé en ambos agrupamientos. Estos resultados
evidenciaron la importancia de este cardcter de tipo
adaptativo en el agro ecuatoriano, dada la importan-
cia de la inclinacién caudal ascendente de la linea
dorsolumbar de los cerdoss, al favorecer su gimndsti-
ca funcional en terrenos de dificil orografia, situacién
para tener en cuenta porque en muchas ocasiones
los cerdos se explotan en terrenos marginales donde
otras especies ganaderas no resultan competitivas.

El cardcter estadistico significativo de las tres pri-
meras funciones discriminantes obtenidas se probd
por Wilk’s Lambda (1), con valores 0.07; 0.30 y 0.49,
respectivamente, asi como la prueba de Chi cuadrado
(¢*), donde los valores fueron 2746.04; 1252.84 y
733.90 (p=<0.001), respectivamente. Las funciones
1 y 2 explicaron 69.06 y 14% de la variacién total,
respectivamente, y la funcién 3 con 7.70% quedd
a gran distancia de la varianza explicada. Las otras
funciones se consideraron testimoniales porque la va-
rianza explicada fue inferior al 4% (Cuadro 3). Estos
resultados proporcionaron validez para el andlisis dis-
criminante, al destacar que la funcién 1 tuvo la mejor
combinacién lineal de rasgos que permitié discrimi-
nar entre las 12 poblaciones.

Las distancias de Mahalanobis (sobre la diagonal,
Cuadro 4) evidenciaron la gran proximidad entre las
cuatro variedades ibéricas reconocidas oficialmente y
son las poblaciones explotadas mayoritariamente en
Espana. Después destac la cercania de las poblacio-
nes Py MJ con las variedades raciales ibéricas an-
teriores. De modo similar, en las poblaciones ecua-
torianas, también se manifestd la relacién entre las

The statistically significant character of the first
three discriminant functions obtained was tested by
Wilk’s Lambda (1), with values of 0.07; 0.30 and
0.49, respectively, as well as the Chi-square test (y?),
where the values were 2746.04; 1252.84 and 733.90
(p=<0.001), respectively. Functions 1 and 2 explained
69.06 and 14% of the total variation, respectively,
and function 3 with 7.70% was far from the explained
variance. The other functions were considered
testimonial because the explained variance was less
than 4% (Table 3). These results provided validity for
the discriminant analysis, highlighting that function
1 had the best linear combination of traits that
allowed discrimination among the 12 populations.

The Mahalanobis distances (on the diagonal,
Table 4) showed the great proximity between the
four officially recognized Iberian varieties, which are
the most exploited populations in Spain. Afterwards,
the proximity of the P and M] populations to the
previous Iberian varieties stood out. Similarly, in the
Ecuadorian populations, the relationship between
the populations of B, G and SE was also evident.
The proximity of the PY stood out from these three
Ecuadorian populations. CC was very close to PY and
less so to the Ecuadorian populations. The distances
between the Iberian and Ibero-American populations
were greatest in the cases of T and SE, as well as in T
and B. CC and PY occupied intermediate positions
between the Iberian and Ecuadorian populations,
where CC was closer to the former, while PY showed
greater proximity to the latter. The individual
Euclidean distances (below the diagonal, Table 4),
confirmed the behavior of the different populations
with respect to each other, similar to that already

described.

Cuadro 3. Funciones discriminantes canénicas en poblaciones porcinas iberoamericanas estudiadas.
Table 3. Canonical discriminant functions in 12 Ibero-American pig populations studied.

Funcién  Valor propio Varianza explicada Corre/la.cién 1 e P‘rob‘abiliﬁiad
(%) candnica significativa
1 3.17 69.06 0.87 0.07 2746.04 p < 0.001
2 0.64 14.00 0.63 0.30 1252.84 p <0.001
3 0.35 7.70 0.51 0.50 733.91 p < 0.001
4 0.17 3.68 0.38 0.67 417.40 p < 0.001
5 0.14 3.07 0.35 0.78 254.13 p < 0.001
6 0.07 1.54 0.26 0.89 116.54 p < 0.001
7 0.03 0.63 0.17 0.96 45.00 p<0.01

A = Wilks' — Lambda; X*. = Chi-cuadrada. # A = Wilks’ — Lambda; X?. = Chi-square.
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Cuadro 4. Distancias de Mahalanobis (sobre la diagonal) y distancias euclidianas individuales (bajo la diagonal) entre las

poblaciones porcinas iberoamericanas estudiadas.

Table 4. Mahalanobis distances (above the diagonal) and individual Euclidean distances (below the diagonal) among the 12

Ibero-American pig populations studied.

Raza R E P M] CC T L SE G B LR PY
R 0.98 4.62 5.79 12.34 0.86 0.66 17.37 13.33 18.93 9.72 16.45
E 74 6.34 6.72 10.93 2.56 1.49 15.52 12.34 18.37 11.00 15.69
P 193 203 13.37 10.12 4.09 6.12 13.90 12.44 14.10 9.85 12.35
M] 235 230 262 12.57  10.16 4.67 13.20 6.58 12.73 8.77 13.59
CcC 411 385 305 314 1492  12.38 7.68 7.90 12.48 7.62 3.37
T 112 155 221 310 458 1.86 22.04 18.43 23.92 12.33 19.03
L 57 85 202 210 399 139 16.99 12.50 18.19 9.85 15.79
SE 542 516 426 391 250 596 527 3.11 2.40 5.90 4.04
G 463 439 367 288 235 530 445 154 2.23 8.84 5.78
B 570 550 449 406 323 618 553 130 168 9.77 7.01
LR 366 360 282 261 212 422 354 253 253 323 5.99
PY 521 500 399 387 170 566 505 157 204 229 235

R: Retinto; E: Entrepelado; P: Portugués; MJ: Manchado de Jabugo; CC: Criollo Cubano; T: Torbiscal; L: Lampino; SE: Santa Elena;
G: Guayas; B: Bolivar; RL: Los Rios; PY: Pelén Mexicano de Yucatén. Todos los valores de las distancias de Mahalanobis, fueron
significativos (p=<0.001). < R: Retinto; E: Entrepelado; P: Portuguese; MJ: Manchado de Jabugo; CC: Cubano creole; T: Torbiscal; L:
Lampifio; SE: Santa Elena; G: Guayas; B: Bolivar; RL: Los Rios; PY: Mexican Pelén from Yucatdn. All distance values of Mahalanobis

were significant (p=<0.001).

poblaciones de B, G y SE. La cercania del PY destacé
de esas tres poblaciones ecuatorianas. CC estuvo muy
préoximo a PY y menos a las poblaciones ecuatoria-
nas. Las distancias entre las poblaciones ibéricas y las
iberoamericanas destacaron con los mdximos en los
casos de T'y SE, as{ como en T y B. CC y PY ocu-
paron posiciones intermedias entre las poblaciones
ibéricas y ecuatorianas, donde CC resulté mds proxi-
mo a las primeras mientras que PY mostré mayor
vecindad con el segundo agrupamiento. Las distan-
cias euclidianas individuales (debajo de la diagonal,
Cuadro 4), confirmaron el comportamiento de las
distintas poblaciones entre si, de manera similar a lo
ya descrito.

El drbol de relaciones obtenido para las 12 pobla-
ciones con base en las distancias euclidianas indivi-
duales (Figura 1) corrobord la existencia de dos con-
glomerados raciales claramente diferenciados entre si.
El primero agrupé a las razas europeas y el segundo
bloque a las poblaciones americanas. En el conjunto
racial ibérico, la mayor proximidad entre poblacio-
nes se encontré entre R, L y E, como poblaciones
originarias de Espafia, mientras que la posicién de
T se revelé por su procedencia polivarietal derivada
del cruzamiento de dos antiguas estirpes ibéricas es-
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The relationship tree obtained for the 12
populations based on individual Euclidean distances
(Figure 1) corroborated the existence of two clearly
differentiated racial clusters. The first one grouped
the European breeds and the second one the
American populations. In the Iberian breeds cluster,
the closest proximity between populations was found
between R, L and E, like populations originating
from Spain, while the position of T was revealed by
its polyvarietal origin derived from the crossing of
two ancient Spanish Iberian varieties with two other
Portuguese varieties during the first half of the 20th
century (Ruiz-Tena and Barba, 2009). Afterwards,
P was segregated, which is obvious because it is
a population, originally from Portugal, that has
maintained greater reproductive isolation with the
Spanish populations compared to the other Iberian
varieties. In the end, MJ was segregated in line with
its polyphilic origin based on different crosses of
foreign breeds on an initial Iberian type basis (Ruiz-
Tena y Barba, 2009).

In the Ecuadorian breeds cluster, the proximity
between SE and B was evident, followed closely by
G, while LR was further away, because PY and CC
occupied intermediate positions between those three



BIOMETRIA DEL CERDO CRIOLLO ECUATORIANO EN EL CONTEXTO DEL GANADO PORCINO IBEROAMERICANO

Distancias euclidianas individuales

Retinto

Lampino

Entrepelado

Torbiscal

Portugues

M-]Jabugo

C. Cubano

C. Santa Elena

C.Bolivar

C. Guayas

Pelén mexicano

C. Los Rios

100

150 200 250 300

(Distancia de enlace / Distancia mdxima) * 100

Figura 1. Representacién gréfica de las distancias euclidianas individuales entre las poblaciones porcinas iberoamericanas.
Figure 1. Graphic representation of the individual Euclidean distances between the 12 Ibero-American pig populations.

panolas con otras dos estirpes portuguesas durante
la primera mitad del siglo XX (Ruiz-Tena y Barba,
2009). A continuacidn, se segregé P lo cual es 16gico
por ser una poblacion, originaria de Portugal, que ha
mantenido mayor aislamiento reproductivo con las
poblaciones espafiolas comparada con las otras varie-
dades ibéricas. Al final, se separé MJ en consonancia
con su origen polifilético basado en cruzamientos
distintos de razas extranjeras sobre una base inicial de
tipo ibérico (Ruiz-Tena y Barba, 2009).

En el conglomerado racial ecuatoriano se evidenci6
la proximidad entre SE y B, seguida a poca distancia
de G, mientras que LR qued6 mds alejada, porque
PY y CC ocuparon posiciones intermedias entre esas
tres poblaciones ya citadas y LR. En cualquier caso,
las distancias entre las poblaciones americanas en ge-
neral, y las ecuatorianas en particular, fueron mayores
a las observadas en el caso de las variedades genuinas
del cerdo ibérico, con excepcién del distanciamiento

de Py MJ.

populations already mentioned and LR. In any case,
the distances between the American populations
in general, and the Ecuadorian populations in
particular, were greater than those observed in the
case of the genuine varieties of the Iberian pig, with
the exception of the distance between P and M]J.

CONCLUSIONS

The Ecuadorian pig populations of Bolivar,
Guayas, Los Rios and Santa Elena fall within a
medium to small body format within the swine
species, with morphometric characteristics similar
to the other American populations analyzed, but
smaller than the Iberian ones; brachycephalic type,
with high pelvic index and dorsolumbar line with
ascending caudal inclination.

The populations studied have morphometric
differences. There are two large groups, the population
of American creole pigs and the population of
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CONCLUSIONES

Las poblaciones porcinas ecuatorianas de Bolivar,
Guayas, Los Rios y Santa Elena se encuadran den-
tro de un formato corporal de mediano a pequeno
dentro de la especie porcina, de caracteristicas morfo-
métricas similares a las otras poblaciones americanas
analizadas, pero de tamafio menor que las ibéricas.
De tipo braquicefdlico, con indice pelviano alto y li-
nea dorsolumbar con inclinacién caudal ascendente.

Las poblaciones estudiadas tienen diferencias
morfométricas. Existen dos grandes grupos, la po-
blacién de cerdos criollos americanos y la poblacién
de cerdos de tipo ibérico. Aunque hay una relacién
histérica entre las poblaciones tipo ibérico con las
poblaciones americanas, estas tltimas se han diferen-
ciado de las primeras por el aislamiento geografico y
reproductivo a lo largo de los siglos.
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GROWTH AND CO, EXCHANGE RATE OF MAGUEY PULQUERO
(Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck) OBTAINED BY SEED

Sonia Teresa Cruz-Vasconcelos', Lucero del Mar Ruiz-Posadas?, Edmundo Garcia-Moya?,
Manuel Sandoval-Villa®, Nicacio Cruz-Huerta'

'Fisiologfa Vegetal, *Botdnica, *Edafologia. Campus Montecillo. Colegio de Postgraduados.
56230. Montecillo, Estado de México. (lucpo@colpos.mx)

RESUMEN

La reproduccién por semilla promueve la diversidad genética
en el maguey (Agave salmiana), si la fertilizacion es la adecuada,
podria incrementarse el crecimiento. En el maguey pulquero es
una prictica poco comin que es necesario estudiar, por lo cual
los objetivos de esta investigacién fueron: 1) evaluar el efecto del
abono y la fertilizacién en el crecimiento; 2) determinar la tasa
de intercambio de CO, (TIC) en dos condiciones de humedad
del suelo, de tres variantes de A. salmiana (subsp. crassispina, var.
salmiana y var. ferox) obtenidas de semilla y plantadas en San Bar-
tolomé Actopan, municipio de Temascalapa, Estado de México.
La hipétesis fue que las plantas tratadas con fertilizacién quimica
tendrdn mayor crecimiento que las abonadas y el testigo; y las
plantas fertilizadas y abonadas tendrdn mayor TIC en las dos
condiciones de humedad del suelo. El disefio experimental fue
completamente al azar con n=11 para variables de crecimiento,
n=3 para contenido nutrimental y tasa de intercambio de CO,.
El crecimiento se midié cada mes en plantas de 2.9 a 3.6 anos; la
tasa de intercambio de CO, se midi6 en plantas de 3.6 afios con
riego y 3.75 afos con estrés hidrico. El abono con cerdaza favo-
recié la altura, el didmetro de la planta y el nimero de pencas. La
subespecie crassispina mostré los valores mds altos en las variables
evaluadas y A. salmiana var. salmiana cultivada con fertilizacién
destacé por los hijuelos emitidos. La tasa mdxima de intercambio
de CO, ocurrié entre las 22:00 y 02:00 h y fue mayor en plantas
con humedad abundante en el suelo (riego) que en las plantas
con humedad por debajo de marchitez permanente (PMP); en
esta tltima condicidn, las plantas abonadas y fertilizadas tuvieron

60% mds de asimilacién que en el testigo.

* Autor para correspondencia # Author for correspondence.
Recibido: julio, 2019. Aprobado: agosto, 2020.
Publicado como ARTICULO en Agrociencia 54: 911-926. 2020.
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ABSTRACT

Reproduction by seed promotes genetic diversity in maguey
(Agave salmiana), and if fertilization is adequate, it can increase
growth. In pulque maguey, although reproduction by seed is not
a common practice, its study is necessary. For this reason, the
objectives of this study were 1) to evaluate the effect of organic
and chemical fertilization on growth and 2) to determine the
CO, exchange rate (CER) in two conditions of soil moisture in
three variants of A. salmiana (subsp. crassispina, var. salmiana
and var. ferox) obtained from seed in San Bartolomé Actopan,
municipality of Temascalapa, State of Mexico. The hypothesis
was that plants treated with chemical fertilizer will have greater
growth than those treated with organic fertilizer and the control,
and plants fertilized with organic and chemical fertilizer will
have a higher CER in two conditions of soil moisture. The
experimental design was completely randomized with n=11 for
growth variables, n=3 for nutrient content and CO, exchange
rate. Growth was measured every month in 2.9- to 3.6-year-
old plants, and CO, exchange rate was measured in 3.6-year-
old plants with irrigation and in 3.75-year-old plants under
water stress. Organic fertilizer from pig manure favored plant
height and diameter and number of leaves. The subespecies
crassispina had the highest values of the evaluated variables, and
A. salmiana var. salmiana cultivated with chemical fertilization
was outstanding for the number of shoots emitted. The highest
CO, exchange rate occurred between 22:00 and 02:00 h and
was higher in plants with abundant soil moisture (irrigated) than
in plants with moisture below permanent wilting point. In the
latter condition, the plants grown with organic and chemical

fertilizer assimilated 60% more CO, than the control.

Key words: organic fertilizer, fertilization, Co, assimilation,
A. salmiana subsp. crassispina, A. salmiana var. salmiana and A.

salmiana var. ferox.
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Palabras clave: abono, fertilizacién, asimilacién de CO,, 4. sal-
miana subsp. crassispina, A. salmiana var. salmiana y A. salmiana

var. ferox.

INTRODUCCION

| maguey pulquero (Agave salmiana Otto ex
ESalm—Dyck) se cultiva desde la época prehis-

pdnica, principalmente para la produccién de
aguamiel, mezcal y fibra (Mora-Lépez et al., 2011).
En el altiplano mexicano (Tlaxcala, Hidalgo, Pueblay
Estado de México) el pulque es el principal producto
de esta planta y es parte fundamental de la gastrono-
mia, participa en la economia y la cultura de los pue-
blos. Sin embargo, la superficie plantada disminuyé
mids de 80% entre 1940 y 2012 (Aguilar ez al., 2014).
Entre las principales causas que desmotivaron a los
productores de magueyes estuvo el desprestigio del
pulque, el robo del mixiote y pencas, la longevidad
del ciclo de las plantas, la comercializacién y la falta
de tecnologia en la industrializacién del pulque (José-
Jacinto y Garcia-Moya, 2000; Aguilar ez al., 2014;
Alvarez et al., 2018).A pesar del escenario dréstico
del descenso en la superficie cultivada de maguey, el
consumo de pulque es cada vez mds popular (Erlwein
et al., 2013). Para impulsar el consumo nacional del
pulque y atraer ingresos a los productores de maguey,
se organizan ferias anuales en honor al pulque en los
estados del altiplano mexicano (Nieto ez 4l., 2016).

La propagacién de esta especie es un aspecto po-
lémico, ya que por lo general se emplean hijuelos
por la facilidad en su manejo agronémico (Gentry,
1982; Alvarez et al., 2018), aunque esto amenace la
diversidad genética en las plantaciones. La reproduc-
cién permite la recombinacién genética de las plantas
(Ramirez-Tobias et al., 2011) les proporciona venta-
jas adaptativas y, ademds, el productor puede obtener
individuos homogéneos en edad.

La fertilizacién es fundamental en las plantas cul-
tivadas, porque podria disminuir el ciclo del cultivo
requerido para la madurez fisiolégica, que en el caso
del maguey pulquero se estima en 9 a 20 anos (Er-
lwein et al., 2013; Madrigal ez al., 2014). Hasta el
momento, la fertilizacién es poco comun en este cul-
tivo. Alvarez et al. (2018) mencionan que sélo 38.4%
de los productores de Tlaxcala y Puebla abona sus
plantas; ademds, Aguilar ez al. (2014) refieren que al
momento del trasplante se aplican 2-3 kg de abono,
por lo general estiércol de ovinos, bovinos, caprinos
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INTRODUCTION

’ I Yhe pulque maguey (Agave salmiana Otto ex
Salm-Dyck) is cultivated since pre-Hispanic
times, mainly to produce aguamiel, mezcal

and fiber (Mora-Lépez ez al., 2011). On the Mexican

high plateau (Tlaxcala, Hidalgo, Puebla and the state
of Mexico), pulque is the main product of this plant
and is a major part of the cuisine, the economy and
the culture of the people of the region. However,
between 1940 and 2012 the cultivated area decreased
more than 80% (Aguilar ez 4/, 2014). Among the
main causes that have discouraged maguey growers
is the low of prestige of pulque, theft of the leaves
and mixiote (leaf peel), length of the plant life cycle,
commercialization, and the lack of technology for
industrializing the pulque (José-Jacinto and Garcia-

Moya, 2000; Aguilar ez al., 2014; Alvarez etal., 2018).

Despite the drastic reduction in the area cultivated

with maguey, pulque consumption is increasingly

popular (Erlwein ez al., 2013). To boost domestic
consumption of pulque and to attract income for
maguey growers, annual fairs honoring pulque are
organized in the states of the Mexican high plateau

(Nieto et al., 2016).

Propagation of this species is a polemic issue since
shoots, or hijuelos, have generally been used because
they facilitate agronomic management (Gentry, 1982;
Alvarez et al., 2018), even though it also threatens
genetic diversity in the plantations. Reproduction by
seed allows plant genetic recombination (Ramirez-
Tobias er al, 2011), which provides adaptive
advantages, and the grower can also obtain even-aged
individuals.

Fertilization is fundamental in cultivated plants
because it can decrease the growing cycle required
for physiological maturity, which in the case of the
pulque maguey is estimated to be 9 to 20 years
(Erlwein ez al., 2013; Madrigal ez al., 2014). To date,
fertilizing this crop is not common. Alvarez et al.
(2018) mention that only 38.4% of the growers in
Tlaxcala and Puebla fertilize their plants. Moreover,
Aguilar ez al. (2014) report that 2 to 3 kg of organic
fertilizer is applied at transplant, usually sheep, cattle,
or goat manure that is incorporated into the soil, and
commonly there are no further applications.

Agaves have crassulacean acid metabolism (CAM)
that allows them to absorb CO, at night. In these
plants the formation of C, acids is separated in time
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que se incorporan a la tierra y es comtin que no se
hagan aplicaciones posteriores.

Los agaves poseen metabolismo dcido de las cra-
suldceas (MAC) que les permite tomar CO, en la no-
che. En estas plantas la formacién de 4cidos C, estd
separada en tiempo y espacio. Por la noche, el CO, es
fijado por la PEP carboxilasa en el citosol y el malato
resultante u otro dcido orgdnico de cuatro carbonos
es transportado a la vacuola. Al dia siguiente la luz es-
timula el metabolismo fotosintético C, en los cloro-
plastos que fijan CO, durante el dia, pero gran parte
de éste proviene de la descarboxilacién del malato y
otros dcidos almacenados durante la noche anterior y
el CO, liberado es fijado por el ciclo de Calvin y el
NADPH se utiliza para convertir la triosa fosfato en
almidén (Nobel, 1998; Taiz y Zeiger, 2010).

Este metabolismo MAC permite a los agaves cre-
cer donde la precipitacién es escasa, las temperatu-
ras son extremas o los suelos son someros y con baja
fertilidad; el cultivo de esta planta deberia retomarse
frente al panorama del cambio climético global como
una alternativa de produccién. Para motivar a los
productores a incrementar la superficie cultivada de
maguey, la mejora en las labores agricolas es funda-
mental. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto del abono orgdnico y la fertilizacién
quimica sobre el crecimiento; ademds, determinar la
tasa de intercambio de CO, (TIC) en dos condicio-
nes de humedad del suelo de tres variantes de Agave
salmiana obtenidos por semilla.

MATERIALES Y METODOS

Las parcelas experimentales se establecieron en San Barto-
lomé Actopan, municipio de Temascalapa, Estado de México,
ubicado en 99° 42’ 03” O y 19° 43’ 35” N, a una aldtud de
2400 m. El clima predominante es Bs, kw (w) seco, con preci-
pitacién de 500 a 700 mm (INEGI, 2009). Las temperaturas
oscilan de 5 a 25 °C, enero es el mes mds frio y abril-mayo los
meses mds calurosos (Weather Spark, 2018). El suelo es franco
arcilloso con un pH de 8.1 y 2.7% de materia orgdnica. La hu-
medad en el suelo a capacidad de campo fue 28% y a punto de
marchitez permanente fue 17%. El contenido nutrimental fue
Ca 520 mg kg', K 35.2 mg kg y Mg 61.9 mg kg™

Las tres variantes de A. salmiana (subsp. crassispina, var. sal-
miana y var. ferox) de 18 meses de edad se obtuvieron por semilla
y las doné la Protectora de Bosques del Estado de México. Las
variantes de A. salmiana se establecieron con distribucién aleato-

ria en cada una de las 3 ha en agosto de 2016. La técnica de tras-

and space. During the night, CO, is fixed by PEP
carboxylase in the cytosol and the resulting malate
or other four-carbon organic acid is transported
to the vacuole. The following day, light stimulates
photosynthetic C, metabolism in the chloroplasts
that fix CO, during the day, but a large part of this
comes from the decarboxylation of malate and other
acids stored during the previous night. The released
CO, is fixed by the Calvin cycle, and NADPH is
used to convert triose phosphate into starch (Nobel,
1998; Taiz and Zeiger, 2010).

CAM metabolism allows agaves to grow where
precipitation is scarce, temperatures are extreme,
or soils are shallow and unfertile. In the context of
global climate change, cultivation of this plant should
be revisited as a production alternative. To motivate
growers to increase the area cultivated under maguey,
improving agricultural practices is fundamental.
Therefore, the objectives of this study were to evaluate
the effect of organic and chemical fertilization on
growth and to determine the CO, exchange rate
(CER) in two conditions of soil moisture and three
variants of Agave salmiana obtained by seed.

MATERIALS AND METHODS

Experimental plots were established in San Bartolomé
Actopan, municipality of Temascalapa, State of Mexico, located
at 99° 42°03” W and 19° 43’ 35” N, at an altitude of 2400 m.
Predominant climate is Bs, kw (w) dry, with precipitation of 500
to 700 mm (INEGI, 2009). Temperatures oscillate between 5
and 25 °C; January is the coldest month, and April and May are
the hottest (Weather Spark, 2018). Soil is clay loam with a pH of
8.1 and 2.7% organic matter. Soil moisture at field capacity was
28% and permanent wilting point was 17%. Nutrient content
was Ca 520 mg kg, K 35.2 mg kg' and Mg 61.9 mg kg™

The three A. salmiana variants (subsp. crassispina, var.
salmiana and var. ferox), obtained by seed and donated by
Protectora de Bosques of the State of Mexico, were 18 months
old. They were established under random distribution in each of
the 3 ha in August 2016. The plants were transplanted using the
common technique to pits spaced 3 m apart in rows 4 m apart,
at a density of 750 plants ha™.

In each hectare, one of three nutrient treatments was applied:
organic fertilizer, chemical fertilizer and no fertilizer (control).
Fertilization was applied in two stages, one at transplant (August
2016) and the other in September 2017. Chemical fertilizer was
applied as follows: 100 g triple 17 (17-17-17), 121 g urea (46-
00-00) and 182 g Yara Star (21-17-3) to each plant. Organic
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plante fue cepa comuin, con un espaciado de 3 m entre plantas y
4 m entre hileras, a una densidad de 750 plantas ha''.

En cada hectdrea se aplicé un tratamiento de nutricion: abo-
no, fertilizacién y testigo. El abono y la fertilizacién se efectuaron
en dos etapas, una al momento del trasplante (agosto de 2016)
y la otra en septiembre de 2017. El tratamiento de fertilizacién
quimica fue aplicaciones de: 100 g de triple 17 (17-17-17), 121 g
de urea (46-00-00) y 182 g de Yara Star (21-17-3) a cada planta;
el abono orgdnico se aplicé en razén de 3.0 kg de cerdaza por
planta, en dos aplicaciones de 1.5 kg. El pH de la cerdaza fue 6.9
y el contenido nutrimental fue: 2.2 gde N, 11.6 gde Py 23.7 ¢
de K por planta.

De enero a septiembre de 2018 se cuantificaron cada mes
altura, didmetro de planta (de la espina terminal de una penca a
otra, en orientacién N-S), longitud de penca (dltima desplega-
da), pencas desplegadas, nimero de pencas vivas e hijuelos. Para
medir la tasa de intercambio de CO, (TIC), a finales de agosto
de 2018 se extrajeron nueve plantas por tratamiento de nutricién
(tres plantas de cada variante de A. salmiana), se trasplantaron
en bolsas de polietileno de 4 kg con suelo circundante a cada
planta, se mantuvieron en invernadero durante cinco semanas y
se aplicaron tres riegos durante ese tiempo. La caracterizacién del
suelo se realiz6 en el laboratorio de fisica de suelos del Colegio de
Posgraduados y se determiné la Capacidad de Campo (CC) en
28% y el Punto de Marchitez Permanente en 17%.

Las mediciones a CC se realizaron el 8 y 10 de octubre del
2018 después 48 h de drenaje. Posterior al dltimo riego (6 de
octubre de 2018), las plantas se sometieron a estrés hidrico por
7 semanas, se hizo un muestreo del suelo el 25 de noviembre
para determinar la humedad del mismo, la cual fue 10%. Las
mediciones de la TIC, realizadas el 26 y 27 de noviembre, fueron
con ese porcentaje y acorde a la curva de retencién de humedad,
se encontraba por abajo del PMP. Las mediciones de la TIC se
hicieron cada 4 h, durante 20 h en la segunda porcién (punta)
de la tercera hoja a partir de la dltima desplegada debido a que
por la edad de la hoja (4 a 6 meses) se considera hoja madura con
cloroplastos desarrollados y, por lo tanto, fotosintesis méxima.
Para este propdsito se usé un equipo portatil para medir fotosin-
tesis marca LI-COR, modelo 6400XT, con una cimara de 1 cm?,
la cual incorpora sensores de humedad, transpiracién, conduc-
tancia, temperatura del aire y de la hoja, radiacién fotosintética-
mente activa (PAR, siglas en inglés), etc. Con los datos de cada
4 h se calculd el 4rea bajo la curva (Leal, 1999) para definir el
porcentaje de asimilacién de CO, nocturna y diurna.

Los datos se analizaron con el programa SAS® v. 9.0 y el Mo-
delo Lineal Generalizado (MLG); las medias se compararon con
la prueba de Tukey (p=0.05). Para analizar las variables fisiol¢-

gicas y de crecimiento hubo 9 y 11 repeticiones por tratamiento.
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fertilizer was applied at the rate of 3.0 kg pig manure per plant
in two applications of 1.5 kg. pH of the manure was 6.9 and
nutrient content was 2.2 g N, 11.6 g P and 23.7 g K per plant.

Each month, from January to September 2018, plant
height and diameter (from the terminal spike of a north leaf to
another of a south leaf), leaf length (of the last unfurled leaf),
unfurled leaves, number of live leaves and number of shoots
were calculated. To measure CO, exchange rate (CER), in late
August 2018, nine plants per nutrition treatment were extracted
(three plants of each A. salmiana variant) and transplanted to
4-kg polyethylene bags containing soil of that surrounding each
plant. They were kept in a greenhouse for five weeks during
which they were irrigated three times. Characterization of the
soil was carried out in the soil physics laboratory of the Colegio
de Postgraduados. Field capacity (FC) was determined at 28%
and permanent wilting point (PWP) at 17%.

Measurements at FC were performed on October 8 and 10,
2018, after 48 h of drainage. Later, at the last irrigation (October
6, 2018), the plants were subjected to water stress for seven
weeks. After this time, on November 25, the soil was sampled
to determine moisture, which was 10%. CER measurements,
on November 26 and 27, were done with this percentage and,
according to the moisture retention curve, it was below PWP.
CER measurements were taken every 4 h for 20 h in the second
portion (tip) of the third leaf from the last unfurled leave since,
because of its age (4 to 6 months), it was considered to be
mature with developed chloroplasts and, therefore, carrying out
maximum photosynthesis. Portable equipment LI-COR®, model
6400XT, was used to measure photosynthesis; this equipment
included a 1-cm? chamber which incorporated sensors of
moisture, transpiration, conductance, air temperature and leaf
temperature, photosynthetically active radiation (PAR), etc.
With the data taken every 4 h, the area under the curve was
calculated (Leal, 1999) to define the percentage of nocturnal and
diurnal CO, assimilation.

The data were analyzed with SAS® v. 9.0 and the Generalized
Linear Model (GLM); means were compared with the Tukey test
(p=0.05). To analyze the physiological and growth variables,

there were 9 and 11 replications per treatment.
RESULTS AND DISCUSSION
Growth variables

During the evaluation period (9 months), total
precipitation was 722 mm; the driest month was
February with 9.0 mm and the wettest month was
July with 182.88 mm. The highest temperature was
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RESULTADOS Y DISCUSION
Variables de crecimiento

Durante el periodo de evaluacién (9 meses), la
precipitacién total fue 722 mm, el mes mds seco fue
febrero con 9.0 mm y el mds lluvioso fue julio con
182.88 mm. En este periodo, la temperatura méxima
fue 25 °C de marzo a mayo y la minima 6 °C en ene-
ro (Weather Spark, 2018).

Las variables de crecimiento, excepto pencas des-
plegadas, tuvieron efectos por la fertilizacién, varian-
tes de A. salmiana y mes de medicién. La interaccién
tratamiento® variante de A. salmiana fue estadistica-
mente significativa en las variables: didmetro de la
planta, longitud de penca y nimero de pencas; la in-
teraccién tratamiento*mes fue significativa en altura,
didmetro de planta, longitud de pencas y niimero de
pencas; la interaccién variante de A. salmiana*mes no
fue significativa (Cuadro 1), por lo que las variantes
respondieron de manera similar durante el tiempo de
evaluacién.

Las plantas de A. salmiana con aplicacién de abo-
no orgdnico destacaron en las variables altura, dia-
metro y nimero de pencas. Las plantas que crecieron
con fertilizacién quimica obtuvieron los valores mds
altos en altura, longitud de penca y porcentaje de

25 °C from March to May, and the lowest was 6 °C
in January (Weather Spark, 2018).

The growth variables, except for unfurled leaves,
were affected by fertilization, A. salmiana variant and
month of measurement. The interaction treatment*A.
salmiana variant was statistically significant in the
variables plant diameter, leaf length and number
of leaves. The interaction treatment*month was
significant in height, plant diameter, leaf length
and number of leaves. The interaction A. salmiana
variant*month was not significant (Table 1): the
variants responded in a similar way during the entire
evaluation period.

Agave salmiana plants with organic fertilization
were outstanding in the variables: height, diameter
and number of leaves. The plants that grew with
chemical fertilizer reached the highest values in height,
leaf length and percentage of plants with shoots. The
control plants had higher values in number of leaves,
like the plants that received organic fertilizer. There
were no statistical differences in number of unfurled
leaves among the treatments.

The analysis of A. salmiana variants by nutrition
treatment shows that the highest values of the
evaluated variables were observed in the subsp.
crassispina and var. salmiana cultivated with organic
or chemical fertilizer.

Cuadro 1. Anilisis de varianza del efecto de los tratamientos de nutricién, variantes de Agave salmiana, mes de

muestreo y sus interacciones sobre variables de crecimiento.
Table 1. Analysis of variance of the effect of the nutrition treatments, Agave salmiana variants, sampling month

and their interactions on growth variables.

FV GL h D Lp Np Pd» pch (%)
Tratamiento (T) 2 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.55 0.0001
Variante (Vr) 2 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.43 0.22
Mes (M) 8 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
T*Vr 4 0.0127 0.0001 0.0002 0.0001 0.97 0.60
M 16 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002 0.41 0.0001
VM 16 0.25 0.07 0.06 0.81 0.91 0.20
T*Vi*M 32 0.68 0.71 0.06 0.06 0.99 0.59
Error 890
cv 9.67 8.84 11.85 14.74 15.34 11.59
r 0.87 0.79 0.78 0.39 0.28 0.23

FV: fuente de variacién; GL: todas las variables y sus interacciones fueron significativas (p=<0.05); excepto 7s: no

significativo; h: altura; D: didmetro de planta; Lp: longitud de penca; Np: ndmero de pencas vivas; Pd: pencas desple-

gadas; pch: porcentaje de plantas con hijuelos. < FV: source of variation; GL: all the variables and their interactions
were significant (p=<0.05), except 7s: not significant; h: height; D: plant diameter; Lp: leaf length; Np: number of live
leaves; Pd: unfurled leaves; pch: percentage of plants with shoots.
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plantas con hijuelos. Las plantas testigo destacaron
s6lo en nimero de pencas al igual que las plantas que
recibieron abono. No hubo diferencias estadisticas en
el nimero de pencas desplegadas entre tratamientos.
El andlisis por variantes de A. salmiana por trata-
miento de nutricién muestra que en la subsp. cras-
sispina 'y var. salmiana cultivadas con abono o con
fertilizacién se observaron los valores mds altos en las
variables evaluadas (Cuadro 2).

El 81.8% de las plantas de la var. salmiana que
recibieron fertilizacién emitieron de uno a cinco hi-
juelos a los 2 anos de establecimiento en campo; las
variantes subsp. crassispina y var. ferox también tuvie-
ron un porcentaje alto de emisién de hijuelos (72%).
El ndmero de hijuelos por planta podria rebasar lo
reportado por Silos-Espino ez al. (2011) de que una
planta puede producir entre ocho a 10 hijuelos en su
vida. Le siguen las plantas abonadas con un promedio
de 48%, lo cual indica que una nutricién adecuada
permite a la planta emitir rizomas de los que emer-
gen los hijuelos. En cambio, en las plantas testigo la
emision de hijuelos fue baja (9%) por la deficiencia
de N, P, K. Sdnchez e al. (2013) mencionan que la
deficiencia de N reduce el crecimiento de las raices.

La mayor tasa de despliegue de pencas se presen-
t6 en los meses més lluviosos (agosto y septiembre)
con precipitacién de 172 y 144 mm, respectivamente.

Of the var. salmiana plants that received chemical
fertilizer, 81.8% emitted one to five shoots after
two years of establishment in the field. The variants
subsp. crassispina and var. ferox had a high percentage
(72%) of shoot emission. The number of shoots per
plant could surpass that reported by Silos-Espino
et al. (2011), that one plant can produce between
eight and ten shoots during its lifetime. Plants that
received organic fertilizer followed, with an average
of 48%, indicating that adequate nutrition allows the
plant to emit rhizomes from which shoots emerge. In
contrast, emission of shoots of the control plants was
low (9%) due to N, P, and K deficiencies. Sdnchez et
al. (2013) mention that N deficiency reduces root
growth.

The high rate of leaf unfurling occurred in the
rainiest months (August and September) with 172
and 144 mm of rainfall, respectively. This observation
agrees with that observed by Nobel (2011), who
reported a higher rate of unfurling during the rainy
season for A. deserti and A. fourcroydes. Over nine
months, one plant unfurled an average of four leaves,
coinciding with that reported by Nobel (2011) and
Garcia-Moya et al. (2011) for A. salmiana with
five leaves per year. Therefore, when availability of
water for these plants is substantial, it eliminates the
limitation of CO, absorption and, thus, of growth.

Cuadro 2. Efecto del tratamiento de nutricién sobre las variables de crecimiento en las tres variantes de Agave

salmiana.

Table 2. Effect of the nutrition treatment on growth variables of the three Agave salmiana variants.

Tratamiento de Y‘lﬁlr;?r;:ma h (cm) D (cm) Lp (cm) Np Pd pch (%)
subsp. crassispina 28.7a 37.5a 29.6a 8.3 be 39a 54.5b
Abono orgdnico var. salmiana 279a 35.1b 29.4 a 9.0a 4.1a 54.5b
var. ferox 25.5b 34.3 bc 26.0 ¢ 7.9 cd 3.7a 36.4 ¢
Fertilizacién subsp. crassispina 28.7a 34.0 be 30.8a 8.3 be 41a 72.7ab
, . var. salmiana 28.0 a 33.7c 294 a 7.4 de 3.7a 81.8a
quimica var. ferox 26.3b 33.1c¢ 27.3b 7.1e 36a 72.7ab
subsp. crassispina 19.0 ¢ 26.6d 20.2d 8.4 be 3.7a 0.0d
Testigo var. salmiana 17.9d 26.3d 19.7de 8.6 ab 3.6a 9.1d
var. ferox 17.0d 25.9d 18.8 ¢ 8.6 ab 33a 9.1d

DHS 1.07 1.19 1.29 0.53 0.08 18

h: altura, D: didmetro de planta, Lp: longitud de penca, Np: nimero de pencas, Pd: pencas desplegadas de enero a
septiembre, pch: porcentaje de plantas con hijuelos; DHS: diferencia honesta significativa. Los valores reportados son el
promedio de nueve mediciones mensuales, excepto Pd que correspondié al promedio al final del periodo. Letra distintas
en una columna indican diferencia estadistica (Tukey, p<0.05). % h: height; D: plant diameter; Lp: leaf length; Np:
number of leaves; Pd: unfurled leaves from January to September; pch: percentage of plants with shoots; DHS: honest

significant difference. The values reported are the averages of nine monthly measurements, except for Pd, which was the

average at the end of the period. Different letters in a column indicate statistical difference (Tukey, p=<0.05).
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Esta observacién concuerda con lo observado por
Nobel (2011) de una mayor tasa de despliegue en la
temporada de lluvias para A. deserti y A. fourcroydes.
En el transcurso de 9 meses, una planta desplegé en
promedio cuatro pencas, lo cual concuerda con lo
reportado por Nobel e al. (1992) y Garcia-Moya et
al. (2011) para A. salmiana, con cinco pencas des-
plegadas al afo. Por lo tanto, la disponibilidad de
agua para estas plantas es sustancial porque elimina
la limitacién de la absorcién de CO, y por ende, del
crecimiento.

La mayoria de las variables evaluadas fueron fa-
vorecidas por la cerdaza, por sus componentes ldbiles
o de fdcil mineralizacién: N, P y K O, lo que per-
mitié la liberacién del nitrégeno aprovechable en las
primeras semanas (Figueroa-Barrera ez al., 2012), ya
que pese a su bajo contenido nutrimental, la planta
aproveché los nutrientes.

Tasas de intercambio de CO,

Tasa de intercambio de CO, en
condiciones de riego

Las mediciones de la tasa de intercambio de CO,
(TIC) se realizaron con humedad del suelo a capaci-
dad de campo. El clima se caracterizé como dias con
nublado parcial, con presencia de precipitacién. La
humedad relativa en el periodo diurno oscilé de 28
a 70% y nocturno de 53 a 95%. La temperatura del
aire dentro del invernadero varié de 18 a 40 °C, con
la minima a las 06:00 h y la mdxima a las 14:00 h. La
radiacién fotosintéticamente activa (PAR) promedio
durante el dia: a las 10:00 h, 344 umol m?s?; a las
14:00 h, 285 umol m?s"'; y a las 18:00 h, 1.6 umol
m~?s’

El andlisis de varianza mostr6 que fue significativo
(p=<0.05) el efecto de los tratamientos de nutricién,
variantes de A. salmianay la interaccién tratamiento™
variante de A. salmiana, durante el periodo noctur-
no (18:00, 22:00 y 02:00 h), y en el periodo diurno
(10:00 y 14:00 h) s6lo hubo significancia en el trata-
miento (Cuadro 3).

LaTIC tuvo dos picos maximos dentro del ciclo cir-
cadiano, a las 22:00 h y entre las 10:00 y las 14:00 h.
En los intervalos nocturnos (22:00, 02:00 y 06:00 h),
la médxima TIC fue a las 22:00 h; sobresalen las plan-
tas que crecieron con fertilizacién quimica y testigo
con 24.7 y 24.1 umol m?s™, respectivamente. A las

Most of the variables evaluated were favored
by the pig manure because of its labile, or easily
mineralized, components: N, B, and K, O, permitting
release of available nitrogen during the first weeks
(Figueroa-Barrera ez al., 2012). Thus, despite the low
nutrient content of the manure, the plants were able
to use the nutrients.

CO, exchange rates
CO, exchange rate in conditions of irrigation

CO, exchange rates (CER) were measured with
soil moisture at field capacity. Weather was partly
cloudy with precipitation. Relative humidity during
the day oscillated from 28 to 79% and at night it
was 53 to 95%. Air temperature in the greenhouse
changed from 18 to 40 °C, with the low temperature
at 06:00 h and the high at 14:00 h. Average
photosynthetically active radiation (PAR) during the
day was: at 10:00 h, 344 umol m?s™; at 14:00 h, 285
umol m?s?; and at 18:00 h, 1.6 umol m?s™.

The analysis of variance showed that the effect of
the nutrition treatments, A. salmiana variants, and
the interaction treatment*A. salmiana variant was
significant (p=<0.05) during the nocturnal period
(18:00, 22:00 and 02:00 h) and in the diurnal period
(10:00 and 14:00 h) only treatment was significant
(Table 3).

CER had two maximum peaks in the circadian
cycle, at 22:00 h and between 10:00 and 14:00 h. In
the nocturnal intervals (22:00, 02:00 and 06:00 h),
the highest CER occurred at 22:00 h, and the plants
that grew with chemical fertilization and the control
were outstanding with 24.7 and 24.1 umol m~s’,
respectively. At 06:00 h, the lowest values occurred.
And in the diurnal intervals (10:00 and 14:00 h), the
control with the highest CO, exchange rates (20.2
umol m?s™) at 14:00 h, followed by plants that grew
with chemical fertilization, with a maximum CER of
13.1 umol m?s™ at 10:00 h.

The A. salmiana plants in conditions of field
capacity assimilated CO, mainly during the night,
but also significantly during the day. By integrating
the area under the curve by treatment, we found that
of the total CO, assimilated over 20 h (Figure 1),
diurnal assimilation was 23, 37 and 45% for plants
with organic fertilizer, chemical fertilization and the
control, respectively. Therefore, soil moisture was the
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Cuadro 3. Andlisis de varianza del efecto de los tratamientos de nutricién, variantes de
Agave salmiana y su interaccién sobre las horas evaluadas, con humedad en el

suelo a CC.

Table 3. Analysis of variance of the effect of the nutrition treatments, Agave salmiana
variants and their interaction on the hours evaluated with soil moisture at field

capacity.

FV GL  18:00 22:00 02:00 06:00™ 10:00 14:00
Tratamiento (T) 2 0.0001 0.0171 0.0063 0.11 0.0001 0.0001
Variante (Vr) 2 0.0001 0.0307 0.0138 0.46 0.0352 0.15
T*Vr 4 0.0305 0.0013 0.0016 0.48 0.18 0.35
Error 26
Ccv 14.35 9.52 14.12 24.04  25.19 38.18
r? 0.88 0.72 0.74 0.36 0.84 0.79

FV: fuente de variacién; GL: significativo (p=<0.05); excepto 7s: no significativo. # FV: source
of variation; GL: significant (p=<0.05); except zs: not significant.

06:00 h se presentaron los valores mds bajos. Y en los
intervalos diurnos (10:00 y 14:00 h), el testigo con
las tasas de intercambio de CO, mds elevadas (20.2
umol m?s™) alas 14:00 h, seguido de las plantas que
crecieron con fertilizacién quimica, con una TIC
mdxima de 13.1 gmol m?s™ a las 10:00 h.

Las plantas de A. salmiana en condiciones de ca-
pacidad de campo asimilaron CO, principalmente
durante la noche, pero también de manera signifi-
cativa durante el dia. Al integrar el drea bajo la curva
por tratamiento se encontré que del total de CO, asi-
milado durante 20 h (Figura 1), la asimilacién diurna
fue 23, 37 y 45% para plantas con abono orgdnico,
fertilizacién quimica y testigo, respectivamente. Por
lo tanto, la humedad del suelo fue el factor determi-
nante en la apertura estomdtica independiente de la
fertilizacién en las variantes de A. salmiana evaluadas.
La fase III del ciclo MAC que se presenta en las horas
de mayor iluminacién, 10: 00 a 14:00 h, cuando la
resistencia estomadtica es alta en condiciones de poca
a nula humedad en el suelo, no se manifesté debido a
que este elemento no fue un factor limitativo, por lo
que parte del CO, requerido por la planta se fijé en
el periodo de luz.

Las variantes crecidas con abono orgdnico, tuvie-
ron el pico méximo de la TIC a las 22:00 h, la var.
salmiana, la var. ferox y subsp. crassispina obtuvieron
en promedio 23.7, 21.5 y 19.4 umol m™s™, respec-
tivamente. Las plantas que crecieron con fertiliza-
cién quimica tuvieron el pico miximo de la TIC a
las 22:00 h; la subsp. crassispina, var. ferox y la var.
salmiana obtuvieron 28.9, 25.4 y 19.8 umol m?s’,
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determining factor in stomatic opening regardless
of fertilization to the A. salmiana variants evaluated.
Phase III of the CAM cycle, which occurs during
the hours of highest illumination 10:00 to 14:00 h,
where stomatic resistance is high in conditions of
little to no moisture in the soil, was not manifested
because water was not a limiting factor. Therefore,
part of the CO, required by the plant was fixed
during the period of light.

The variants grown with organic fertilizer had a
maximum CER peak at 22:00 h; var. salmiana, var.
ferox and subsp. crassispina had on average 23.7, 21.5
and 19.4 umol m™?s’, respectively. Plants grown
with chemical fertilizer had maximum CER peaks
at 22:00 h; subsp. crassispina, var. ferox and var.
salmiana reached 28.9, 25.4 and 19.8 umol m™s’,
respectively. At 06:00 h there was a decrease, with
values of 6 to 10 gmol m?s" and a spike at 10:00 h;
var. ferox with 15.6 and subsp. crassispina with 13.1
umol m?s”! were outstanding. The control plants also
reached maximum CER at 22:00 h, subsp. crassispina
with 26.2 umol m? s, and the varieties ferox and
salmiana with 24.3 and 21.9 pmol m?s". During
the day, there was a major spike between 10:00 and
14:00 h, with values of 19.5 to 20.8 gmol m?s’.

The three A. salmiana variants reached an average
maximum CER of 23.5 umol m?s?, similar to the
results of Nobel ez 2/. (1992) with A. salmiana and A.
mapisaga in field conditions, with maximum peaks
of CO, capture at 20:00 h with 29 and 34 gmol m~
s™. In another study with 4-year-old A. angustifolia,
the peak occurred between 20:00 and 02:00 h, with
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Figura 1. Tasa de intercambio de CO, (TIC) en tres variantes de Agave salmiana con humedad en el suelo a capacidad de campo.
Las barras verticales indican el error estindar, n=3.

Figure 1. CO, exchange rate (CER) in three Agave salmiana variants with soil moisture at field capacity. Vertical bars indicate
standard error, n=3.
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respectivamente. A las 06:00 h hubo un descenso
con valores de 6 a 10 gmol m™s” y un repunte a las
10:00 h, y sobresalen la var. ferox con 15.6 y la subsp.
crassispina con 13.1 umol m?s™. Las plantas testigo,
también alcanzaron la TIC miaxima a las 22:00 h; la
subsp. crassispina con 26.2 umol m~?s, y las varieda-
des ferox y salmiana, 24.3 y 21.9 umol ms™. En el
periodo diurno hubo un repunte importante entre las
10:00 y las 14:00 h, con valores de 19.5 a 20.8 umol
m?s’

Las tres variantes de A. salmiana alcanzaron una
TIC maxima promedio de 23.5 gmol m?s, lo cual
es semejante al estudio de Nobel ez a/. (1992) en A.
salmiana 'y A. mapisaga en condiciones de campo,
con picos maximos de captura de CO, a las 20:00 h
con 29 y 34 umol m?s'. En otro estudio en A. an-
gustifolia de cuatro afos de edad, el pico se presentd
entre 20:00 y 02:00 h con una tasa mdxima de
30 umol m?s"' (José-Jacinto y Garcia-Moya, 1995)
y A. tequilana las tasas médximas reportadas fueron de
8 a 19 umol m?s" en el periodo nocturno durante
el ano (Nobel, 1998; Pimienta-Barrios ez /., 2006).

La TIC diurna fue algo inesperado del metabo-
lismo MAC tipico, en especifico para las plantas
fertilizadas y testigo en las cuales la TIC diurna fue
37 % y 45%, respectivamente. Sin embargo, en A.
tequilana en condiciones de campo, con asimilacién
diurna y nocturna de CO,, mds del 80% ocurri6 en
la noche (Pimienta-Barrios et /., 2005). La asimila-
cién nocturna en A. angustifolia bajo condiciones de
riego, contribuy6 70-85 % del total diario (Winter ez
al., 2014). Ademds, en plantas jévenes de A. salmiana
con limitaciones de humedad se presenta plasticidad
fotosintética (Ramirez et al., 2013).

Los factores ambientales mds relacionados con
la TIC son la temperatura y la humedad relativa
(Pimienta-Barrios ez al., 2006). Hartsock y Nobel
(1976) informaron que cuando la humedad del suelo
no fue un factor limitante en A. deserti, la apertura
de estomas se registré durante el dia y 97% del CO,
requerido por la planta se fij6 en el periodo de luz.
Por lo tanto, es posible que las condiciones favora-
bles de invernadero con alta humedad relativa diurna
(28 a 70%) y nocturna (53-95%), temperaturas del
aire minima y mdxima de 18 y 40 °C, favorecieron
la asimilacién neta de CO, durante el dfa y la noche.
La TIC diurna, ademds de optimizar la ganancia de
carbono, también podria ser un mecanismo de en-
friamiento de la planta a través de la transpiracidn,
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a maximum rate of 30 #mol m?s?! (José-Jacinto
and Garcia-Moya, 1995), and with A. requilana the
maximum rates reported were 8 to 19 gmol m?s" in
the nocturnal period during the year (Nobel, 1998;
Pimienta-Barrios ez /., 2006).

Diurnal CER differed somewhat unexpectedly
from typical CAM metabolism, specifically for
the fertilized plants and the control where diurnal
CER was 37% and 45%, respectively. However,
in A. tequilana in field conditions, with diurnal
and nocturnal CO, assimilation, more than 80%
occurred at night (Pimienta-Barrios ez al, 2005).
Nocturnal assimilation in A. angustifolia under
conditions of irrigation contributed 70-85% of
the daily total (Winter ez al., 2014). Moreover, in
young A. salmiana plants with limited moisture,
photosynthetic plasticity occurs (Ramirez er al.,
2013).

The environmental factors most related to CER are
temperature and relative humidity (Pimienta-Barrios
et al., 2006). Hartsock and Nobel (1976) reported
that when soil moisture was not a limiting factor in A.
deserti, stoma aperture was registered during the day,
and 97% of the CO, required by the plant was fixed
during the period with light. Therefore, it is possible
that the favorable conditions in the greenhouse, with
high diurnal (28 to 70%) and nocturnal (53-95%)
relative humidity and minimum and maximum air
temperatures of 18 and 40 °C, favored net CO,
assimilation during the day and night. Diurnal
CER, besides optimizing carbon gain, could also
be a cooling mechanism for the plant through
transpiration when there is sufficient water available
in the soil and in the leaves (Lujan ez /., 2009).
The control plants, which grew with nutrimental
limitations, took advantage of the seasonal rainfall to
maximize CO, assimilation because plants synthesize
their metabolic and structural compounds with
determined chemical elements that are found in their
surroundings. Carbon is obtained from the CO, in
the air, which is incorporated into the organic matter
through the process of photosynthesis (Alcintar e al.
2013). However, it is not clear why plants provided
with organic and chemical fertilizers had lower
diurnal CER than the control plants under these
conditions of moisture.

The CO, captured during the night is stored in
the vacuole and is released during the day to enter the
chloroplasts where it is fixed by RuBisCO by means
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mientras haya suficiente agua disponible en el suelo
o dentro de las pencas (Lujan ez al., 2009). En las
plantas testigo, que crecieron con limitaciones nutri-
mentales, se aproveché la humedad temporal para la
mdxima asimilacién de CO,, porque las plantas sinte-
tizan sus compuestos metabdlicos y estructurales con
determinados elementos quimicos que se encuentran
en el medio que las rodea. El carbono proviene del
CO, de aire, el cual se incorpora en la materia organi-
ca a través del proceso de fotosintesis (Alcdntar ez al.
2013). Sin embargo, no estd claro porqué las plantas
abonadas y fertilizadas presentaron menor TIC diur-
na que el testigo bajo estas condiciones de humedad.

El CO, capturado durante la noche se almacena
en la vacuola y se libera durante el dia para entrar en
los cloroplastos en los que se fija por RuBisCO me-
diante el ciclo de Calvin-Benson-Bassham (Borland
et al., 2009). Sin embargo, la incorporacién del CO,
capturado en el dfa, pudo ingresar de manera directa
al ciclo de Calvin como ocurre con las plantas C..

Tasa de intercambio de CO, en condiciones de
baja humedad en el suelo

Las evaluaciones se realizaron en plantas de A.
salmiana en una baja humedad del suelo (menor al
PMP). Esos dias presentaron nublados parciales, hu-
medad relativa diurna entre 35 a 82% y nocturna
entre 54 a 95%. La temperatura del aire oscil6 en la
noche de 12 a 18 °C y en el dia de 16 a 35 °C. La
radiacién fotosintéticamente activa (PAR) promedio
durante el dfa: a las 10:00 h, 0.17 gmol m?s'; a las
14:00 h, 310 gmol m?s”;y a las 18:00 h, 105.9 gmol
m?s’.

El andlisis de varianza mostr6 que fue significativo
(p=<0.05) el efecto de los tratamientos de nutricién
en el periodo nocturno (18:00, 22:00 y 02:00 h) y
en el diurno, a las 10:00 h. El efecto de variantes de
A. salmiana y la interaccién tratamiento* variante de
A. salmiana durante el periodo nocturno sélo fue sig-
nificativo (p=<0.05) a las 18:00 h, y en el periodo
diurno el efecto del tratamiento fue significativo a las
10:00 h (Cuadro 4).

La mayor TIC fue a las 02:00 h, sin diferencia
entre plantas que recibieron abono y fertilizacién con
13.8 y 13.1 umol m™s’, pero si hubo diferencia con
plantas testigo (8.7 umol m?s"). A las 22:00 h la
mayor TIC fue en plantas que recibieron abono con
12.3 umol m™s™. Durante el periodo diurno (10:00

of the Calvin-Benson-Bassham cycle (Borland ez 4/.,
2009). However, the incorporation of CO, captured
during the day could enter directly into the Calvin
cycle as occurs with C, plants.

CO, exchange rate in conditions of low soil
moisture

Agave salmiana plants grown with low soil
moisture (lower than PWP) were evaluated. During
evaluations, the days were partly cloudy with diurnal
relative humidity between 35 and 82% and nocturnal
RH between 54 and 95%. Air temperature oscillated
from 12 to 18 °C at night and 16 to 35 °C during
the day. Average photosynthetically active radiation
(PAR) during the day was: at 10:00 h, 0.17 umol
m?s'; at 14:00 h, 310 gmol m?s'; and at 18:00 h,
105.9 umol m?s™.

The analysis of variance showed that the effect of
the nutrition treatments was significant (p=<0.05) in
the nocturnal period (18:00, 22:00 and 02:00 h) and
in the diurnal period, at 10:00 h. The effect of A.
salmiana variants and the interaction treatment*A.
salmiana variant during the nocturnal period was
significant (p=<0.05) only at 18:00 h, and in the
diurnal period the effect of treatment was significant
at 10:00 h (Table 4).

The highest CER occurred at 02:00 h, with no
difference between plants that received organic
fertilizer and those that received chemical fertilizer
with 13.8 and 13.1 umol m?s?, but there were
differences with control plants (8.7 umol m?s").
At 22:00 h, the highest CER occurred in plants that
received organic fertilizer with 12.3 gmol m= s
During the day (10:00 to 18:00 h), CER values were
negative, -0.4 to -5.5 umol m™s’', contrasting with
the nocturnal period.

The plants cultivated with organic fertilizer had
a maximum CER peak between 22:00 h and 02:00 h.
The var. salmiana, var. ferox and subsp. crassispina
had averages of 15.04, 12.6 and 12.2 umol m™s™.
In contrast, the variants cultivated with chemical
fertilizer had maximum CER at 02:00 h. The subsp.
crassispina and the varieties salmiana and ferox
reached values of 16.7, 13.5 and 11.3 gmol m?s?,
respectively. The control plants had a maximum CER
at 02:00 h: the subsp. crassispina and var. salmiana
with 9.0 and 8.8 mol m™s"' and var. ferox with
8.2 umol m™?s"'. Unlike the plants fertilized with
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Cuadro 4. Anailisis de varianza del efecto de los tratamientos de nutricidon, variantes de
Agave salmiana y su interaccién sobre las horas evaluadas, con humedad en el

suelo por debajo del PMP.

Table 4. Analysis of variance of the effect of the nutrition treatments, Agave salmiana vari-
ants and their interaction at the evaluated hours with soil moisture below perma-

nent wilting point.

FV GL 18:00 22:00 02:00  06:00%  10:00  14:00™
Tratamiento (T) 2 0.0080 0.0002  0.0073 0.75 0.0046 0.41
Variante (Vr) 2 0.0217 0.0705  0.57 0.13 0.14 0.11
T*Vr 4 0.0452 0.0670  0.48 0.11 0.26 0.41
Error 26
Ccv 8.24 10.91 11.89 20.67  21.85 -8.38
r 0.65 0.71 0.49 0.43 0.57 0.37

FV: fuente de variacién; GL: signiﬁcativo p=0.05; excepto 7s: no signiﬁcativo. < FV:source

of variation; GL: signiﬁcant p < 0.05; except zs: not signiﬁcant.

a 18:00 h) todos los valores de TIC fueron negativos,
con valores de -0.4 a -5.5 umol m?s”, en contraste
con el periodo nocturno.

Las plantas cultivadas con abono orgénico tuvie-
ron el pico méximo de TIC entre 22:00 y 02:00 h.
La var. salmiana, la var. ferox y subsp. crassispina ob-
tuvieron en promedio 15.04, 12.6 y 12.2 umol m™
s’'. En contraste, las variantes cultivadas con fertiliza-
cién tuvieron la méxima TIC a las 02:00 h. La subsp.
crassispina, las variedades salmiana y ferox obtuvieron
valores de 16.7, 13.5 y 11.3 umol m™?s’, respectiva-
mente. Las plantas testigo presentaron un mdximo de
TIC alas 02:00 h; la subsp. crassispina y var. salmiana
con 9.0 y 8.8 umol m?s” y la var. ferox de 8.2 umol
m?s"'. A diferencia de las plantas abonadas y fertili-
zadas, en las plantas testigo la TIC a las 06:00 h tuvo
una ligera disminucién (=23 %) en comparacién con
la de 02:00 h.

Los valores obtenidos en la TIC mdxima posterior
a una restriccién en la humedad del suelo durante 7
semanas causé tasas menores, comparadas a las pre-
sentadas en la primera medicién con humedad del
suelo, lo cual concuerda con lo observado por Nobel
(1985) para A. fourcroydes y por Winter et al. (2014)
para A. angustifolia después de 11 d para la primera
especie y dos semanas para la segunda especie, del
cese de la irrigacion. El estrés por sequia se manifestd
como una disminucién continua en la tasa de inter-
cambio de CO.,. La respuesta inmediata de la planta
por la falta del agua en el suelo fue la captacion de
CO, solo durante la noche, tipico de plantas MAC,
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organic and chemical fertilizer, the CER of control
plants at 06:00 h had a slight decrease (=23 %)
relative to that at 02:00 h.

The maximum CER values obtained after a
restriction of soil moisture for seven seeks caused
lower rates, compared with those of the first
measurement with soil moisture, coinciding with
that observed by Nobel (1985) in A. fourcroydes and
by Winter ez al. (2014) in A. angustifolia, 11 d for the
former species and two weeks for the latter species
after irrigation ceased. Drought stress was manifested
as a continuous decrease in the CO, exchange rate.
The immediate response of the plant to lack of water
in the soil was CO, capture only during the night,
typical of CAM plants, which open stomata during
the hours of darkness to minimize loss of water
through transpiration, as reported by Casierra and
Gonzilez (2009) and Nobel (2011).

The average maximum CO, exchange rate in
plants cultivated with organic fertilizer was 13.1
umol m? s and, with chemical fertilizer, it was
13.8 umol m?s (Figure 2), while the control plants
had on average 8.7 umol m™?s (= 40% less). These
results suggest that organic and chemical fertilization
is important for productivity of A. salmiana variants
in conditions of drought. Nobel ez /. (1988) found
that nitrogen and phosphorus applied separately
to A. lechuguilla cultivated in the field increased
the net CO, exchange rate, while fertilization with
potassium and boron generated differences in
nocturnal assimilation of CO,.
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en las cuales la apertura de estomas en las horas de
oscuridad minimiza la pérdida de agua por transpira-
cién, como lo reportaron Casierra y Gonzdlez (2009)
y Nobel (2011).

El promedio de la tasa de intercambio de CO,
méxima en plantas cultivadas con abono orgdnico
fue 13.1 umol m?s'y con fertilizacién quimica
13.8 umol m?s" (Figura 2), mientras que las plantas
testigo tuvieron en promedio 8.7 wmol m?s"' (= 40%
menos). Estos resultados sugieren que el abono y la
fertilizacién son importantes en la productividad de
las variantes de A. salmiana en condiciones de sequia.
Nobel ez al. (1988) encontraron que la aplicacién de
nitrégeno y fésforo, por separado, en A. lechugui-
lla cultivada en campo, aument? la tasa neta de in-
tercambio de CO; la fertilizacién con potasio y con
boro generé diferencias en asimilacién nocturna de
CO,.

Las plantas fertilizadas no mostraron sintomas
de estrés cuando la humedad del suelo fue inferior al
PMP, mientras que en plantas C3 y C4, una vez que
se alcanza el PMP (-1.5 MPa), s6lo algunas plantas
pueden recuperarse (Nobel, 2005), lo cual también
estd relacionado con la suculencia foliar y el espesor
de la cuticula, lo que refuerza la importancia de este
suministro interno de agua para garantizar un alto
rendimiento fotosintético durante todo el afno (Pi-
mienta-Barrios ez /., 2001).

El MAC demuestra una eficiencia alta de uso del
agua y permite que estas plantas colonicen ambientes
precarios por falta de humedad, altas temperaturas y
suelos pobres en nutrientes. Las cactdceas logran in-
cluso valores de productividad elevados en estos luga-
res (Matiz et al., 2013; Winter et al., 2014), lo cual es
importante considerar ante el panorama del cambio
climdtico mundial que advierte la intensificacién de
la aridez, con la posible desertificacién en el mundo
(Matiz et al., 2013), y donde los agaves tienen una
funcién importante por su resistencia a las condicio-
nes extremas de temperatura y su productividad alta
en condiciones de escasez de agua.

CONCLUSIONES

El abonado orgdnico o fertilizacién quimica me-
joré el crecimiento de la planta de maguey pulquero,
por lo cual el uso del abono orgdnico es una alterna-
tiva ecoldgica que favorecié el crecimiento de las tres
variantes de A. salmiana estudiadas. El crecimiento

The fertilized plants did not show symptoms of
stress when soil moisture was below PWD, while only
some C, and C, plants, once PWP is reached (-1.5
MPa), can recover (Nobel, 2005). This is also related
to leaf succulence and cuticle thickness, reinforcing
the importance of this internal water supply to
guarantee high photosynthetic yield during the
entire year (Pimienta-Barrios ez 4/., 2001).

CAM is highly efficient in water use and allows
these plants to colonize environments that are
precarious because of the lack of moisture, high
temperatures and nutrient-poor soils. Cactaceae can
achieve high productivity in these places (Matiz ez
al., 2013; Winter et al., 2014). This is important to
consider in the face of world climate change that
forewarns intensification of aridity, with possible
desertification worldwide (Matiz ez al., 2013). Agaves
have an important function because of their resistance
to extreme temperature conditions and their high
productivity in conditions of water scarcity.

CONCLUSIONS

Both organic and chemical fertilization improved
growth of the pulque maguey. Thus, the use of
organic fertilizer is an ecological alternative that
can favor growth of the three A. salmiana variants
studied. Growth of the subspecies crassispina
cultivated with organic fertilizer was favored, and the
var. salmiana cultivated with chemical fertilizer had a
high percentage of shoot emission.

Soil moisture was the most limiting factor in A.
salmiana variants for CO, exchange rates because
at field capacity photosynthetic metabolism was
modified and assimilation occurred during both
nocturnal and diurnal periods. In contrast, A.
salmiana in conditions of soil moisture below
permanent wilting point assimilated CO, only
during the night. Plants that received organic or
chemical fertilizer assimilated 60% more than the
control, indicating that nutrition is fundamental for
plant growth in conditions of drought.

—End of the English version—
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Figura 2. Tasa de intercambio de CO, en tres variantes de A. salmiana con humedad en el suelo por debajo de PMP. Las barras
verticales indican el error estindar, n=3.

Figure 2. CO, exchange rate in three A. salmiana variants with soil moisture below PWT. Vertical bars indicate standard error,
n=3 error.
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de la subespecie crassispina cultivada con abono or-
gdnico se favorecié y la var. salmiana cultivada con
fertilizacién quimica tuvo un porcentaje alto de emi-
sién de hijuelos.

El agua en el suelo fue el factor mds limitativo en
variantes de A. salmiana para la tasas de intercambio
de CO,, porque a capacidad de campo modificé el
metabolismo fotosintético y causé asimilacién du-
rante el periodo nocturno y diurno. En cambio, las
variantes de A. salmiana en condiciones de humedad
menores al PMP sélo realizaron asimilacién de CO,
durante la noche; y las plantas abonadas o fertilizadas
tuvieron 60% mds de asimilacién que el testigo, lo
cual indica que la nutricién es fundamental para el
crecimiento de las plantas en condiciones de sequia.
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ABSTRACT

Grain amaranth refers to three species of genus Amaranthus
(Amaranthus cruentus, A. hypochondriacus, and A. caudatus),
which show a high morphological diversity, which is why it
is treated since the 1990s to differentiate landraces and to
contribute to the breeding programs. The aim of this investigation
was to evaluate 53 genotypes within the native landraces:
Aztec, Mercado, Mixtec, Nepal (A. hypochondriacus), African,
Guatemalan, Mexican (A. cruentus), and South American (4.
caudatus) using morphological and phenological traits. INIFAP-
CEVAMEX accessions were used and planted at Santa Lucia
de Prias, México (2013 spring-summer growing cycle) in order
to record phenological and morphological data. Seeds were
digitalized and analysed on ImageTool. Then, the Mahalanobis
distance, a canonical discriminant analysis using landraces
as classificatory variable, a MANOVA, and a Tukey mean
comparison for canonical roots were performed; all analyses were
processed on SAS. The canonical discriminant analysis perfectly
distinguished the landraces, which was grouped according to the
species. The main traits to distinguish the groups for Canonical
Root 1 were traits related to phenology and plant morphology;
for Canonical Root 2, traits related to shape of the seed, and for
Canonical Root 3, traits related to size of the seed. Classification
by landraces of the Mexican species of grain amaranth may be
an alternative for systematics, conservation, management, and

germplasm ordination for crop improvement.
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RESUMEN

El amaranto comprende tres especies del género Amaranthus
(Amaranthus cruentus, A. hypochondriacus y A. caudatus), que pre-
sentan una diversidad morfoldgica alta, razon por la cual desde la
década de 1990 se ha tratado de clasificarlas en razas para diferen-
ciarlas y contribuir a los programas de mejoramiento genético. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar 53 genotipos de razas
nativas: Azteca, Mercado, Mixteca, Nepal (4. hypochondriacus),
Africana, Guatemalteca, Mexicana (4. cruentus) y Sudamericana
(A. caudatus), utilizando rasgos morfolégicos y fenoldgicos. Las
accesiones utilizadas se plantaron en el Campo Experimental Va-
lle de México ubicado en Santa Lucfa de Prias, estado de México
(ciclo de cultivo primavera-verano 2013) para registrar las va-
riables fenoldgicas y morfoldgicas. Las semillas se digitalizaron
y analizaron con ImageTool. Después se realizé un andlisis dis-
criminante candnico con la distancia de Mahalanobis y las razas
como variable clasificatoria; también se realizé un MANOVA y
una comparacion de medias de Tukey para raices candnicas; to-
dos los andlisis se procesaron en SAS. El andlisis discriminante ca-
nénico distinguié perfectamente las razas, las cuales se agruparon
de acuerdo con su especie. Los rasgos principales para distinguir
los grupos de la Raiz Candnica 1 fueron los relacionados con la
fenologia y la morfologfa de las plantas; para la Raiz Candnica 2,
los rasgos relacionados con la forma de la semilla; y para la Raiz
Candnica 3, los rasgos relacionados con el tamafio de la semilla.
La clasificacidn por razas de las especies mexicanas de amaranto
dan alternativas para sistemdtica, conservacién, manejo y ordena-

cién del germoplasma para el mejoramiento del cultivo.

Palabras clave: razas de Amaranthus, morfologia, caracterizacién

de germoplasma, andlisis discriminante canénico, sistemdtica.
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INTRODUCTION

he genus  Amaranthus  consists  of

approximately 70 species, of which 40 are

native to the Americas, 30 are from Australia,
Africa, Asia, and Europe (Espitia er al, 2012).
However, A. cruentus L., A. hypochondriacus L., and
A. caudatus L. are the grain amaranth species of major
interest as an agricultural crop in many regions of the
world (Kaufmann, 1992), since their seeds have an
exceptionally high nutritional value (Espitia ez al.,
2012). Amaranthus cruentus L. and A. hypochondriacus
L. were domesticated by some pre-hispanic groups
within Mexico’s territory that used this plant in their
diet and for religious rituals (Moran ez al., 2012).
The cultivation of grain amaranth is concentrated in
highland regions such as the Sierra Madre and the
Trans-Mexican Volcanic Belt in Mexico, as well as in
the Andean highlands and the Himalayan foothills
(Escobedo ez al., 2014).

Theavailability of geneticdiversity isa fundamental
requirement for the crop improvement, which can
be concentrated in a germplasm bank that also will
help conserve the plant genetic resources (Massawe
et al., 2016). In Mexico, the germplasm collection
of amaranth grains was used since the arrival of
foreign missions from United States to search for this
resource in 1982; collection of the available genetic
variability of amaranth from Mexico began, together
with those foreign groups. Nowadays, cultivated
genotypes of the species A. hypochondriacus and A.
cruentus are collected almost exclusively; they are also
the most widely distributed in Mexico to produce
grain amaranth (Espitia, 2018).

Regarding the wide variability shown by the
main three species of amaranth and some other wild
relatives, and based on the morphological groups
described by Kaufmann (1992), Espitia (2018)
described landraces of each amaranth species: A.
hypochondriacus has five landraces (Aztec, Mercado,
Mixtec, Nepal, and Spike), A. cruentus has three
landraces (African, Guatemalan, and Mexican), and
A. caudatus has three landraces (South American,
Edulis, and Ornamental). Nonetheless, these
landraces were classified mainly by their use and
where they were commonly grown. There are no
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INTRODUCCION

| género Amaranthus consta de aproximada-

mente 70 especies, de las cuales 40 son nativas

de América, 30 son de Australia, Africa, Asia y
Europa (Espitia ez al., 2012). Sin embargo, A. cruen-
tus L., A. hypochondriacus L. y A. caudatus L. son las
especies de amaranto de mayor interés como cultivo
agricola en muchas regiones del mundo (Kaufmann,
1992), ya que sus semillas tienen un valor nutricional
excepcionalmente alto (Espitia ez al., 2012). Grupos
prehispdnicos dentro del territorio de México domes-
ticaron Amaranthus cruentus L. y A. hypochondriacus
L. porque usaban esta planta en su dieta y para ritua-
les religiosos (Moran ez al., 2012). El cultivo del ama-
ranto se concentra en regiones de tierras altas como la
Sierra Madre y el Cinturén Volcdnico Transmexicano
en México, asi como en la sierra andina y en las faldas
del Himalaya (Escobedo ez al., 2014).

La disponibilidad de diversidad genética es un
requisito fundamental para el mejoramiento de culti-
vos, que puede concentrarse en un banco de germo-
plasma que también ayudard a conservar los recursos
fitogenéticos (Massawe ez al., 2016). En México, la
coleccién de germoplasma de granos de amaranto
se utilizé desde la llegada de misiones extranjeras de
Estados Unidos que buscaban este recurso en 1982;
se inici6 la recoleccién de la variabilidad genética dis-
ponible del amaranto de México, conjuntamente con
esos grupos extranjeros. Actualmente se recolectan
casi exclusivamente genotipos cultivados de las es-
pecies A. hypochondriacus 'y A. cruentus; también son
los mds ampliamente distribuidos en México para la
produccién de grano de amaranto (Espitia, 2018).

Respecto a la variabilidad amplia mostrada por
las tres especies principales de amaranto y algunos
otros parientes silvestres, y con base en los grupos
morfolégicos descritos por Kaufmann (1992), Espi-
tia (2018) describid las razas de cada especie de ama-
ranto: A. hypochondriacus tiene cinco razas (Azteca,
Mercado, Mixteca, Nepal y Espinosa), A. cruentus
tiene tres razas (Africana, Guatemalteca y Mexicana)
y A. caudatus tiene tres razas (Sudamericana, Edulis
y Ornamental). No obstante, estas razas se clasifica-
ron principalmente por su uso y el lugar donde se
cultivaban comtnmente. No existen estudios de ca-
racterizacién morfoldgica para distinguir razas, debi-
do a que en México solo se vende grano mezclado y
también se mezclan las plantas en parcelas agricolas,
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morphological characterization studies to distinguish
these landraces, because only mixture grain for sale
and mixture plants in agricultural plots are reported
in Mexico, mainly of landraces Mercado and Mexican
(Espitia et al., 2010).

The hypothesis of this research is that the
knowledge of amaranth variability and the grouping
of under species will allow acquiring a better
understanding and management of amaranth
germplasm. The aim of this investigation was to carry
out a characterization of germplasm of the South
American (2), Aztec (12), Mercado (8), Mixtec
(7), Nepal (10), African (4), Guatemalan (4), and
Mexican (4) landraces by means of phenological
traits, morphological traits, morphometric and
micro-morphological traits of the seed and flower
morphology, using canonical discriminant analysis

(CDA).
MATERIALS AND METHODS

In the study, 53 accessions of the germplasm bank of the
Campo Experimental Valle de México of the Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
Mexico were used (Table 1). Accessions were planted at Santa
Lucia de Prias, estado de México, during the spring-summer
growing cycle in 2013, under a single series without replicates.
Phenological and morphological data were taken from 10 plants
in each experimental plot.

Phenological traits such as days to inflorescence emergence,

days to first anthesis, and days to maturity of the grain were

en especial de las razas Mercado y Mexicana (Espitia
et al., 2010).

La hipdtesis de esta investigacién es que el cono-
cimiento de la variabilidad del amaranto y la agru-
pacién en subespecies permitird adquirir un mejor
conocimiento y manejo del germoplasma del ama-
ranto. El objetivo de esta investigacién fue realizar
una caracterizacién del germoplasma de las varie-
dades Sudamericana (2), Azteca (12), Mercado (8),
Mixteca (7), Nepal (10), Africana (4), Guatemalteca
(4), y Mexicana (4) por medio de rasgos fenoldgicos,
rasgos morfoldgicos, rasgos morfométricos y micro-
morfolégicos de la semilla y flor, y el uso del anilisis
candnico discriminante (CDA).

MATERIALES Y METODOS

Para la investigacién se utilizaron 53 accesiones del banco de
germoplasma del Campo Experimental Valle de México del Ins-
tituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecua-
rias (INIFAP), México (Cuadro 1). Las accesiones se sembraron
en Santa Lucfa de Prias, estado de México, durante el ciclo de
cultivo primavera-verano de 2013, en serie sencilla sin repeticio-
nes. Los datos fenolégicos y morfoldgicos se registraron a partir
de 10 plantas en cada parcela experimental.

Los rasgos fenoldgicos que se evaluaron son los dias hasta la
emergencia de la inflorescencia, los dias hasta la primera antesis
y dias hasta la madurez del grano. Ademds, se observaron rasgos
morfolégicos: altura de la planta (cm), longitud de la inflores-
cencia (cm), longitud de la panicula (cm), nimero de paniculas

por inflorescencia, niimero de ramas por panicula, proporcién

Table 1. The fifty-three amaranth germplasm accessions used in this study were obtained from
Germplasm Bank of INIFAP, Mexico.
Cuadro 1. Las 53 accesiones de germoplasma de amaranto utilizadas en este estudio se obtuvie-
ron del Banco de Germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,

Agricolas y Pecuarias (INIFAP), México.

Species Landrace Numb? rof Name of accessions
accessions

A. caudatus South American 2 A572, A575
A. cruentus African 4 78S-575, 79S-1038, 80S-409, 80S-624
A. cruentus Guatemalan 4 80S-538, 80S-618, 80S-627, 81S-K112
A. cruentus Mexican 6 654, 656, 660, 661, 662, 664

. 146-1, 155, 156, 655, 665, 666, 667, 684,
A. hypochondriacus ~ Aztec 12 685. 686, 687, 688

, 81S-1024, 10-2-1, 10-4-2, 28, 137-1,
A. hypochondriacus  Mercado 8 137-3, 1417, 15353
A. hypochondriacus  Mixtec 7 Opopeo, AG-73, 121, 122, 123, 124, 125
A hypoc/vondriﬂm: Nepal 10 A002, A004, A011, A021, A030, A1297,

A1305, A1313, AG-21, AG-225
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evaluated. In addition, morphological traits such as plant
height (cm), inflorescence length (cm), panicle length (cm),
number of panicles per inflorescence, number of branches per
panicle, sexual ratio, glomeruli density per cm? and 1000-seeds
weight were evaluated. Also, based on Herndndez ez al. (2011),
50 seeds were digitalized using a HP Scanjet G2710 scanner
with a ruler scaled to millimetre. Digitalized images were then
analysed using the software ImageTool ver. 3.00 (Wilcox ez al.,
1995). In this software calculated traits were major axis length
(MaAL), minor axis length (MiAL, it is the higher perpendicular
length of the major axis), area (A), and perimeter (P) of the seed
were obtained, as well as the Feret diameter (FD:\/W,
roundness index (R/=(4- 7-A)/P*), elongation index (E/=MaAL
| MiAL), and compactness index (CI=FD | MaAL). Also, the
flower morphology traits of bract length (mm), utricule length
(mm), inner tepal length (mm), and outer tepal length (mm)
were obtained using a digital Vernier Mitutoyo 500 and a
stereoscopic Leica model $4.

Descriptive statistics (mean and standard deviation)
were calculated per landrace. The Mahalanobis distance was
estimated to evaluate the similarity between different landraces.
Also, a canonical discriminant analysis was performed using
the landraces as classificatory variable; as well as a MANOVA
with Tukey mean comparison test for the canonical roots. All
statistical analyses were processed using SAS version 9.3 (SAS
Institute, 2012).

RESULTS AND DISCUSSION

Basic statistics for all traits evaluated in eight
landraces of grain amaranth are shown (Table 2)
as a reference of each landrace and to the better
understanding of the results of this research. Values
reflect the high variability of amaranth reported
before (Josh ez al., 2018; Thapa and Blair 2018; Sha
et al., 2018). Mixtec, Aztec and South American
landraces showed the highest values in morphological
traits (plant height, inflorescence length, panicles
per inflorescence, panicle length); as well as in
phenological  traits  (inflorescence  emergence,
anthesis and maturity). The smallest plant size and
precociousness are from the Nepal and Mercado
grain landraces; similar data for grain landraces were
reported before (Espitia, 2018). In floral morphology,
it is evident that A. hypochondriacus showed greater
values in relation to A. cruentus; A. caudatus stands
between them. Regarding seed size and morphology,
larger seeds are those of Aztec, Mexican, Mercado, and
South American grain landraces, while the smallest
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sexual, densidad de glomérulos por cm?y peso de 1000 semillas.
Ademds, con base en Herndndez ez al. (2011), se digitalizaron 50
semillas utilizando un escdner HP Scanjet G2710 con una regla
milimétrica. Las imdgenes digitalizadas se analizaron luego usan-
do el software ImageTool ver. 3,00 (Wilcox ez al., 1995). En este
software, los rasgos calculados fueron la longitud del eje mayor
(MaAL), la longitud del eje menor (MIiAL, que es la longitud
perpendicular mds alta del eje mayor), el drea (A) y el perimetro
(P) de la semilla. También el didmetro de Feret (FD=V(4-A)/r),
el indice de redondez (R/=(4- 7r-A)/P*), el indice de alargamiento
(EI=MaAL | MiAL) y el indice de compacidad (C/=FD | MaAL).
Ademds, los rasgos de morfologia de la flor de longitud de bréctea
(mm), la longitud de utriculo (mm), la longitud del tépalo in-
terno (mm) y la longitud del tépalo externo (mm) se obtuvieron
utilizando un Vernier Mitutoyo 500 digital y un estereoscopio
modelo S4 Leica.

Ciélculos de estadistica descriptiva (media y desviacién estdn-
dar) se hicieron por raza local. La distancia de Mahalanobis se
estimé para evaluar la similitud entre diferentes razas. Ademds,
se realizé un andlisis discriminante candnico con las razas como
variable clasificatoria; asi como un MANOVA y una prueba de
comparacion de medias para las raices canénicas (Tukey=0.05).
Todos los andlisis estadisticos se procesaron con la version 9.3 del

programa estadistico SAS (SAS Institute, 2012).
RESULTADOS Y DISCUSION

Los estadisticos bdsicos de todos los rasgos eva-
luados en ocho razas de grano de amaranto constan
(Cuadro 2) como referencia sobre cada raza y para la
mejor comprensién de los resultados de esta inves-
tigacién. Los valores reflejan la variabilidad alta del
amaranto reportada anteriormente (Josh ez al., 2018;
Thapa y Blair 2018; Sha ez al., 2018). Las razas Mix-
teca, Azteca y Sudamericana mostraron los valores
mis altos en rasgos morfoldgicos (altura de la planta,
longitud de la inflorescencia, paniculas por inflores-
cencia, longitud de la panicula); como también en
los rasgos fenoldgicos (aparicién de inflorescencia,
antesis y madurez). El tamafo y la precocidad de las
plantas mds pequenas provienen de las razas Nepal y
Mercado; datos similares sobre estas razas se repor-
taron antes (Espitia, 2018). En morfologfa floral, es
evidente que A. hypochondriacus mostré valores mds
altos que A. cruentus; y que A. caudatus se ubicé en-
tre ambas. Respecto al tamafio y morfologia de las
semillas, las mds grandes son las de las razas Azteca,
Mexicana, Mercado y Sudamericana, mientras que
las semillas mds pequefas son las de las razas Afri-
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seeds are from African, Guatemalan, and Mixtec
grain landraces, which are the least domesticated.
The landraces showed significant differences
among all of them in the Mahalanobis distance test
(Table 3). In A. hypochondriacus the most distant
landraces were Mixtec to Nepal, and Mercado and
Aztec to Nepal. The most closely related landraces
were Mercado to Nepal; and Aztec to Mixtec,
although they showed significant differences. In A.
cruentus the most distant landraces were Mexican
to Guatemalan; while the most closely related were
Mexican to African, and Guatemalan to African.
Moreover, there are grain landraces from different
species that are more closely related than landraces
within species, such as South American to Aztec, or
Mexican to Mercado, indicating that both landraces
and species are genetically related, or that they
derived from a common ancestor (Legaria, 2010).
According to the canonical discriminant analysis,
the covariance matrix had complete rank and
accounted to 93.3% of the variance at three first
canonical roots (Table 4). The first canonical root
(CR1) was mainly associated with the traits, days
from planting to inflorescence emergence, days
from planting to first anthesis, days from planting to
maturity of the grain (phenology data), plant height
and number of panicles per inflorescence (plant
morphology data); while CR2 was mainly associated
to inner tepal length and the traits and indices related
to shape of the seed (roundness, compactness, and
elongation); finally CR3 was mainly associated to
the weight of 1000 seeds, as well as area, major axis
length, minor axis length and Feret diameter of the

seed (Table 5).

cana, Guatemalteca y Mixteca, que son las menos
domesticadas.

Las razas mostraron diferencias significativas en-
tre todas ellas en la prueba de distancia de Mahalano-
bis (Cuadro 3). En A. hypochondriacus, las razas mas
distantes fueron la Mixteca de Nepal, y Mercado y
Azteca en relacién a Nepal. Las razas autéctonas mds
estrechamente relacionadas fueron Mercado a Nepal;
y Azteca a Mixteca, aunque mostraron diferencias
significativas entre ellas. En A. cruentus, las razas mas
distantes fueron Mexicana de Guatemalteca; mien-
tras que las mds estrechamente relacionadas fueron
Mexicana a Africana, y Guatemalteca a Africana.
Mds aun, hay razas de diferentes especies que se rela-
cionan de manera mds estrecha que las razas dentro
de especies, como la Sudamericana con la Azteca o
la Mexicana con Mercado, lo cual indica que tanto
las razas como las especies tienen relacién genética o
derivan de un ancestro comun (Legaria, 2010).

De acuerdo con el andlisis discriminante canéni-
co, la matriz de covarianza fue de rango completo
y represent6 el 93.3% de la varianza en las tres pri-
meras raices candnicas (Cuadro 4). La primera raiz
candnica (CR1) se asocié principalmente con los
rasgos, dias desde plantacién hasta emergencia de la
inflorescencia, dias a primera antesis, dias a madurez
del grano (datos fenolégicos), altura de la planta, y
numero de paniculas por inflorescencia (datos mor-
folégicos de la planta); mientras que CR2 se asocié
principalmente con la longitud del tépalo interno y
los rasgos e indices de forma de la semilla (redondez,
compactibilidad y elongacién); por tltimo CR3 se
asoci6 principalmente con el peso de 1000 semillas,
asi como al drea, longitud del eje mayor, longitud del

Table 3. Mahalanobis distance of eight grain amaranth (Amaranthus spp.) landraces using 23 traits. The distances are shown
below the main diagonal and the P-values above the main diagonal.
Cuadro 3. Distancia de Mahalanobis de ocho razas de amaranto (Amaranthus spp.) para al considerar 23 rasgos. Las distancias
se muestran debajo de la diagonal principal y los P-valores por encima de la diagonal principal.

Landrace African Aztec Guatemalan Mercado Mexican Mixtec Nepal South American
African <0.0001 0.0023 <0.0001 0.0003 <0.0001 <0.0001 0.0088
Aztec 139.72 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0182
Guatemalan 76.90 277.32 <.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <.0001
Mercado 156.73 114.66 267.39 0.0001 <.0001 0.0324 0.001
Mexican 84.90 106.71 140.61 <0.0001 <0.0001 0.006
Mixtec 238.89 84.23 478.64 300.30 281.60 <0.0001 0.0002
Nepal 206.86 194.97 329.84 22.27 120.39 389.62 <0.0001
South American 93.69 64.33 205.58 108.95 88.55 138.90 166.59

932 VOLUMEN 54, NUMERO 7



CONFIRMATION OF GRAIN AMARANTH

(Amaranthus spp.) LANDRACES BY CANONICAL DISCRIMINANT ANALYSIS

Table 4. Proper values and explained variance of eight landraces of grain amaranth (Amaranthus spp.), as evaluated

by 23 traits.

Cuadro 4. Valores propios y varianza de ocho razas de amaranto (Amaranthus spp.), evaluados con 23 rasgos.

Canonical Propper value Prop orton of Cum.ulatlve Verosimility ratio F Value Significancy
root variance variance
1 48.379 0.547 0.549 0.00000338 5.68 <.0001
2 28.005 0.317 0.863 0.00016667 3.86 <.0001
3 6.138 0.069 0.933 0.00483428 2.39 <.0001
4 3.070 0.035 0.967 0.03450928 1.77 0.0031
5 1.527 0.017 0.985 0.14045941 1.33 0.1185
6 0.749 0.009 0.993 0.35494256 1.06 0.4208
7 0.611 0.007 1 0.62065700 1.04 0.4469

Table 5. Total canonical structure of

eight landraces of grain amaranth

(Amaranthus spp.), as evaluated by 23 traits.

Cuadro 5. Estructura canénica total de

ocho razas de amaranto (Amaranthus

spp.), evaluada con 23 rasgos.

Trait CR1 CR2 CR3
Inflorescence emergence 0.8710 -0.1382 -0.0128
Anthesis 0.8990 -0.1545 -0.0347
Maturity 0.8899 -0.4067 0.0957
1000 seeds weight -0.0586 0.3614 0.5373
Plant height 0.8611 0.0500 -0.0348
Inflorescence length 0.6945 0.2960 -0.3591
Number of panicles per inflorescence 0.8844 0.1275 -0.0619
Panicles length 0.5378 0.4578 -0.1119
Number of branches per panicle 0.7316 0.0003 -0.1815
Sexual ratio -0.4954 0.2302 0.1282
Glomeruli density per cm* 0.7352 -0.1003 -0.2164
Utricule length -0.2524 0.2241 0.4961
Bract length 0.3864 0.4808 0.2027
External tepal length -0.0270 0.4485 0.4434
Inner tepal length -0.1857 0.5233 0.0751
Area of the seed -0.1537 0.2543 0.5455
Perimeter of the seed -0.2575 0.1102 0.4363
Major axis length of the seed -0.2119 0.2224 0.5326
Minor axis length of the seed -0.1331 0.3622 0.6015
Elongation index of the seed -0.0994 -0.5112 -0.3342
Roundness index of the seed 0.2331 0.5719 0.3435
Feret diameter of the seed -0.1511 0.3410 0.5975
Compactness index of the seed 0.1840 0.5169 0.2387
Proportion of variance (%) 54.68 31.65 6.94
Cumulative variance (%) 54.68 86.33 93.27

The graphic representation of the landraces in
a Cartesian plane on the two first canonical roots
showed a clear separation among them (Figure 1).
Also, the three species were kept clearly separated and
were not mixed.

eje menor y didmetro de Feret de la semilla (Cuadro
5).

La representacién grafica de las razas en un pla-
no cartesiano con las dos primeras raices candnicas
mostrd una separacién clara entre ellas (Figura 1).
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Figure 1. Graphical representation of the first two canonical roots of eight grain amaranth (Amaranthus spp.) landraces using 23

traits.

Figura 1. Representacién grifica de las dos primeras raices canénicas de ocho razas de amaranto (Amaranthus spp.), 23 rasgos

considerados.

The most important discriminant traits for CR1
were those related to phenology, which were the main
criteria of Espitia (2018) for landrace classification,
followed by the traits related to shape of seed (CR2)
and the size of seed (CR3). Nevertheless, there is no
other classification at an intraspecific level (Josh ez
al., 2018).

The landraces were well defined according
to a canonical discriminant analysis. The A.
hypochondriacus landraces were located in a positive
region of the CR2, which mean that all of them
showed similar seed shapes, tending to a circular
shape, which is a typical feature of domestication for
this species (Espitia ez al., 2010). However, they were
dispersed in the CR1, and therefore they showed a
higher diversity mainly in phenological traits. This
is due to the fact that each landrace was grown in
different eco-geographic region. Along with this,
each one has different traditional uses, such as the
Mixtec landrace that is mainly utilized as leafy
vegetable, thus its crop cycle finishes later and it has
taller plants. Whereas the Nepal landrace is grown in
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Ademis, las tres especies se mantuvieron claramente
separadas y no se mezclaron.

Los rasgos discriminantes mds importantes para
CR1 fueron los relacionados con la fenologfa, los
cuales fueron los principales criterios de Espitia
(2018) para la clasificacién de razas geogréficas, se-
guidos de los rasgos relacionados con la forma de la
semilla (CR2) y el tamano de la semilla (CR3). Sin
embargo, no existe otra clasificacién a nivel intraes-
pecifico (Josh ez al., 2018).

Las razas se definieron bien de acuerdo con el
andlisis discriminante candnico. Las razas de A. hypo-
chondriacus se ubicaron en una region positiva de la
CR2, esto significa que todas presentaron semillas de
formas similares, tendientes a la forma circular, ca-
racteristica tipica de la domesticacién de esta especie
(Espitia ez al., 2010). Sin embargo, se dispersaron en
el CR1, y por tanto exhibieron una diversidad mayor
en especial en los rasgos fenoldgicos. Esto se debe al
hecho de que cada raza se desarrollé en una regién
ecogeografica diferente. Junto a esto, cada una tie-
ne diferentes usos tradicionales, como la raza local
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arid regions, its cycle is shorter and produces smaller
plants; therefore, this landrace evolves in earlier
varieties (Espitia, 2018).

The three A. cruentus landraces were mainly
differentiated by seed shape. The Guatemalan
landrace displayed an elongated seed, while the
Mexican landrace showed a rounder seed. The
African landrace is later than other landraces of this
species and its seed shape is midway between the
other two landraces.

A Tukey test of the canonical roots of the
MANOVA showed in the CR1 that only Guatemalan
and Mexican A. cruentus landraces do not have
significant differences, while the other landraces
had significant differences among them. The South
American landrace displayed significant differences
with all others landraces (Table 6). In CR2, the
A. hypochondriacus landraces that do not show
significant differences between them were Nepal
and Mercado, Mercado and Mixtec, and Mixtec and
Aztec. Meanwhile, the three A. cruentus landraces
displayed = significant differences among them,
although the Mexican landrace had no differences
with the South American landrace (Table 6).

The results of this study agree with Legaria
(2010) who showed that A. hypochondriacus and A.
caudatus are more related between them than with
A. cruentus, which was reported by Gudu and Gupta
(1987). But landrace classification is different to that
of Legaria (2010), who reported the close relation

mixteca que se utiliza principalmente como vegetal
de hoja, por lo que su ciclo de cultivo termina mds
tarde y sus plantas son més altas. Mientras que la raza
Nepal se cultiva en regiones dridas, su ciclo es mds
corto y produce plantas més pequenas; por lo tanto,
esta raza evoluciona hacia variedades de cosecha tem-
prana (Espitia, 2018).

Las tres razas de A. cruentus se diferenciaron
principalmente por la forma de las semillas. La raza
Guatemalteca presenté una semilla alargada, mien-
tras que la raza Mexicana mostré una semilla mds
redondeada. La raza Africana es més tardia que las
otras razas de esta especie y la forma de su semilla es
intermedia respecto a las dos razas anteriores.

Una prueba de Tukey de las raices canénicas de
MANOVA mostré en la CR1 que solo entre las razas
de A. cruentus, Guatemalteca y Mexicana no hubo
diferencia, mientras que las otras razas mostraron di-
ferencias significativas entre ellas. La raza Sudameri-
cana exhibié diferencias significativas con todas las
demids razas (Cuadro 6). En la CR2, las razas de A.
hypochondriacus que no mostraron diferencias signifi-
cativas entre ellas fueron Nepal y Mercado, Mercado
y Mixteca, y Mixteca y Azteca. Mientras que, las tres
razas de A. cruentus mostraron diferencias significati-
vas entre ellas, aunque la raza Mexicana no tuvo dife-
rencias con la Sudamericana (Cuadro 6).

Los resultados de este estudio coinciden con los
de Legaria (2010), quien demostré que A. hypochon-
driacusy A. caudatus se relacionan mds entre ellas que

Table 6. Tukey mean comparison test for canonical roots of the canonical
discriminant analysis of eight landraces of grain amaranth
(Amaranthus spp.) using 23 traits.

Cuadro 6. Prueba de comparacién de medias de Tukey para las raices canénicas
del andlisis discriminante canénico de ocho razas geogrificas de
amaranto (Amaranthus spp.), a partir de 23 rasgos.

Landrace CR 2f CR 37
African (A. cruentus) -0.0121 D -7.0537 e -3.7659 E
Aztec (A. hypochondriacus) 5.0163 B 1.0644 ¢ 2.6768 A
Guatemalan (A. cruentus) -3.4339 ef -12.8446 f -0.2394 be
Mercado (A. hypochondriacus) -5.0158 F 3.1277 ab 0.7843 ab
Mexican (A. cruentus) -2.8597 E -3.0375d 2.7338 A
Mixtec (A. hypochondriacus) 11.8353 A 2.3178 bc -2.6296 de
Nepal (A. hypochondriacus) -7.6583 G 4.6213 a -1.7924 cde
South American (A. caudatus) 2.3049 C -1.2072d -1.2229 bed

"Means in column with a different letter are significantly different (p=<0.05).
"Las letras diferentes en valores medios por columna indican diferencia significativa

(p=0.05).
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between the Aztec and Mercado landraces, and that
Nepal landrace was the least related. According to
our results, Mercado and Nepal were more similar,
mainly in the seed traits and they were more closely
related than Aztec, which displayed a longer growing
cycle and taller plants. Nevertheless, our results
agree with the differences in breeds found by Espitia
(1992), and Espitia (2018).

Kaufmann (1992) described these landraces as
morphological groups; however, the description was
done mainly for the uses and the region of origin.
Our research showed strong evidence that these
groups are well defined as landraces due to the
significant differences in the mean comparison test
of MANOVA canonical roots (Table 5). These results
helped to clearly separate the landraces; that also have
specific concordance (Table 6 and Figure 1); agreeing
with Espitia (2018) and Legaria (2010).

CONCLUSIONS

discriminant  analyses  depict
the separation of landraces and species using
phenological, morphological, morphometric and
micro-morphological traits of the seed and flower
morphology. In Amaranthus hypochondriacus, the
most distant landraces were Mixtec to Nepal, and
Mercado and Aztec to Nepal. The most closely
related landraces were Mercado to Nepal and Aztec
to Mixtec.

In A. cruentus the most distant landraces were
Mexican to Guatemalan, while the most closely
related were Mexican to African, and Guatemalan
to African. This landrace classification is useful in
the systematic, conservation and management of
germplasm from the grain amaranth species.

Canonical
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—Fin de la version en Espanol—

......*ﬁ......



CONFIRMATION OF GRAIN AMARANTH (Amaranthus spp.) LANDRACES BY CANONICAL DISCRIMINANT ANALYSIS

en México. SAGARPA, SNICS, INIFAD, SINAREFI. 204 p.

Espitia R. E., D. Escobedo L., C. Mapes S., M. De la O O.,
M. Aguilar D., J. M. Herndndez C., A. Ayala G., P. Rivas
V., G. Martinez T., M. L. Ramirez V., y S. H. Moran B.
2012. Conservacién de los recursos genéticos de amaranto
(Amaranthus spp.) en México. In: Espitia-Rangel, E. (ed).
Amaranto: Ciencia y Tecnologia. INIFAP-SINAREFI,
Celaya, Guanajuato, México. pp: 147-163.

Espitia R. E. 1992. Amaranth germplasm development and
agronomic studies in México. Food Rev. Int. 8: 71-86

Espitia R. E. 2018. Breeding of grain amaranth. /n: Paredes, L.
O. (ed). Amaranth: Biology, Chemistry, and Technology.
2nd ed. CRC Press, Boca Raton, FL. USA. pp: 23-38.

Gudu S., and V. K. Gupta. 1987. Electrophoresis as an aid in
the identification of various species and cultivars of grain
amaranth. Acta Horticulturae. 218:231-238.

Herndndez M. M. A., C. A. Nufez C., S. H. Guzmin M.,
E. Espinosa T., y M. G. Herrera H. 2011. Variabilidad
morfolégica mediante caracteres de semilla de poblaciones
de Amelanchier denticulata (Kunth) Koch, originarias de
Guanajuato, México. Rev. Chapingo Serie Hortic. 17:161-
172.

Josh D. C,, S. J. Sood, R. Hosajatti, L. Kant, A. Pattanayak, A.
Kumar, N. Yadav, and M. G. Stetter. 2018. From zero to
hero: the past, present and future of grain amaranth. Theor.

Appl. Genetics 131: 1807-1823.

Kaufmann C. S. 1992. The status of grain amaranth for the
1990s. Food Rev. Int. 8:165-186.

Legaria S. J. P. 2010. Diversidad genética en algunas especies de
amaranto (Amaranthus spp.). Rev. Fitotec. Mex. 33:89-95.

Massawe E, S. Mayes, and A. Cheng. 2016. Crop diversity: An
unexploited treasure trove for food security. Trends in Plant
Sci. 5: 655-368.

Moran B. S. L, L. Cortés E., E. Espitia R., y D. M. Sangerman
J. 2012. Tzoalli, de cuerpo de dioses a alegria de mortales.
In: Espitia-Rangel, E. (ed). Amaranto: Ciencia y Tecnologia.
INIFAP-SINAREFI, Celaya, Guanajuato, México. pp: 15-
27.

SAS Institute. 2012. SAS/STAT® 12.1 User’s Guide. Cary, NC,
USA. 732 p.

Sha L. R., B. Afroza, S. H. Khan, and M. Habib. 2018.
Morphological characterization of Amaranthus spp. Under
temperate environment using NBPGR descriptor. J.
Pharmacog. Phytochem. 7: 2716-2718.

Thapa R., and M Blair. 2018. Morphological assessment of
cultivated and wild amaranth species diversity. Agronomy
8:1-13.

Wilcox D., B. Dove, D. Mcdavid, and D. Greer. 1995. Image
tool. Version 3: Users' Guide. University of Texas Health
Science Center, San Antonio, TX, USA. 62 p.

ESPITIA-RANGEL ¢t al. 937






COMPARISON OF LINEAR AND NONLINEAR MODELS:
THE CASE OF THE ROSE QUALITY STEMS

COMPARACION DE MODELOS LINEALES Y NO LINEALES:
EL CASO DE LA CALIDAD DE TALLOS DE ROSA

Martha Elva Ramirez-Guzman', Ma. de Lourdes Arévalo-Galarza®>, Gumercindo de la Cruz-Guzman’®

'Estadistica. *Fruticultura. Campus Montecillo. Colegio de Postgraduados. 56230. Montecillo,
Estado de México. (martharg@colpos.mx), (larevalo@colpos.mx). *Unidad de Morfologia
y Funcién, Facultad de Estudios Superiores Iztacala, Universidad Nacional Auténoma de
México, Avenida de los Barrios Num. 1, Los Reyes Iztacala. 54090, Tlalnepantla, Estado de

México; México. (moashi@unam.mx).

ABSTRACT

In agronomic design of experiments, researchers frequently
assume linear associations between explanatory and response
variables, also they assume a gaussian distribution or transform
it. Inherent variability of the experiment units is not considered.
Besides, it is frequent to analyze the time as a factor of a factorial
design when repeated measures are taken through time, missing
the opportunity to analyze the plant growth. New statistical
models present the opportunity to analyze the raw data without
transforming, they also can consider the variability of the
experiment units as random components and they can identify
the relationship between explanatory and response variables as
linear or nonlinear. In cut roses production, one of the main
quality factors is stem length, but is not clear how temperature,
relative humidity and light affect it. The aim of this research
was to analyze new statistical models to better understanding
the impact of environmental variables on stem length of two
rose cultivars (Samurai and Blush) during two peak production
periods. The models used were: generalized linear models (GLM),
generalized linear mixed models (GLMM), generalized additive
models (GAM), generalized additive mixed models (GAMM),
vector generalized lineal models (VGLM) and repeated measures
model. The results showed that GAM model with a gamma
distribution and identity link function was the best model with
minimum BIC value and minimum error variance. It identified
a nonlinear effect of relative humidity and linear effects of heat
and light. The best conditions to produce plants between 50 and
70 cm, were 650 to 830 heat units and 82.5 to 85% of relative
humidity. GAMM identified the period of April to May with
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RESUMEN

En el disefio agronémico de experimentos, los investigadores con
frecuencia asumen asociaciones lineales entre variables explicati-
vas y de respuesta, también asumen una distribucién gaussiana
de ésta, o la transforman. La variabilidad inherente de las uni-
dades experimentales no es considerada. Ademds, es frecuente
analizar el tiempo como factor de un diseno factorial cuando
se toman medidas repetidas a lo largo del tiempo, perdiendo la
oportunidad de analizar el crecimiento de la planta. Los nuevos
modelos estadisticos presentan la oportunidad de analizar los da-
tos sin transformar; también pueden considerar la variabilidad
de las unidades experimentales como componentes aleatorios y
pueden identificar la relacién entre las variables explicativas y de
respuesta como lineales o no lineales. En la produccién de rosas
cortadas, uno de los principales factores de calidad es la longitud
del tallo, pero no estd claro c6mo la temperatura, la humedad
relativa y la luz la afectan. El objetivo de esta investigacién fue
analizar nuevos modelos estadisticos para comprender mejor el
impacto de las variables ambientales en la longitud del tallo de
dos cultivares de rosas (Samurai y Blush), durante dos periodos
de mayor produccién. Los modelos utilizados fueron: modelos
lineales generalizados (GLM), modelos lineales mixtos generali-
zados (GLMM), modelos aditivos generalizados (GAM), mode-
los mixtos aditivos generalizados (GAMM), modelos lineales ge-
neralizados vectoriales (VGLM) y modelo de medidas repetidas.
Los resultados mostraron que el modelo GAM con una distribu-
cién gamma y una funcién liga de identidad fue el mejor modelo
con un valor BIC minimo y una minima varianza de error. Se
identificé un efecto no lineal de humedad relativa y efectos linea-
les de calor y luz. Las mejores condiciones para producir plantas
entre 50 y 70 cm de longitud consistieron en la aplicacién de
650 a 830 unidades de calor y 82,5 a 85% de humedad relativa.
GAMM identificé el perfodo de abril a mayo con cultivar Blush
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cultivar Blush as the best conditions to produced roses. Repeated
measures analysis confirmed that plants initiated high (low),

remained so through time.

Key words: Generalized Linear Mixed Model, Generalized
Additive Mixed Model, Vector Generalized Lineal Models,

quality, flower production.
INTRODUCTION

n the design of experiments in agronomic

analysis, researchers frequently assume gaussian

response distribution and homocedasticity of
treatments (De Felipe ez al. 2016). New statistical
models present an opportunity to incorporate
asymmetrical  distributions,  heterocedasticity
and nonlinear associations. For example, Vector
Generalized Linear Models incorporated new non
exponential distributions like Weibull distribution
(Cattaneo et al, 2018; Yee, 2019). Generalized
Linear Mixed Models incorporated random effects
(Breslow and Clayton, 1993). Hastie and Tibshirani
(1986) and Hastie (2018) included nonlinear models
through Generalized Additive Models. Wood and
Scheip (2017) developed a Generalized Additive
Mixed Models which incorporated random effects
to nonlinear relationships. These models present
the opportunity to analyze the raw data without
transforming, and another pitfall is the lack of
incorporation in the model of repeated observations.
In agronomic experiments when the plant growth is
evaluated, it is frequent to analyze the time as a factor
in a factorial design, instead of considering it as a
chronological measurement, missing information of
the plant growth.

In rose cut flower industry one of the requirements
is the stem length. Mexico has a floricultural potential
due to natural resources (water, soil, climate), as
well as to social conditions and its proximity to the
United States, one of the main flower consumers
in the world (Mordor Int. 2020). The production
peaks of roses are in February, May, November
and December; in these months there are high
variability of temperatures, RH and radiation inside
the greenhouse, that affect the growth rate of the
rose plants. Nevertheless, the growers are unaware
of the influence of these factors that affect the rose
stem quality through the year. The objective of this
research was to analyze these new statistical models
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como las mejores condiciones para producir rosas. El andlisis de
medidas repetidas confirmé que las plantas tuvieron un inicio

alto (bajo), y permanecieron asi a lo largo del tiempo.

Palabras clave: modelo lineal mixto generalizado, modelo mixto
aditivo generalizado, modelos lineales generalizados vectoriales,

calidad, produccién de flores.
INTRODUCCION

n el diseno de experimentos en andlisis agro-

némico, con frecuencia los investigadores

asumen una distribucién gaussiana de la res-
puesta y homocedasticidad de los tratamientos (De
Felipe ez al., 2016). Los nuevos modelos estadisticos
presentan una oportunidad para incorporar distribu-
ciones asimétricas, heterocedasticidad y asociaciones
no lineales. Por ejemplo, los modelos lineales genera-
lizados vectoriales incorporaron nuevas distribucio-
nes no exponenciales como la distribucién de Wei-
bull (Cattaneo ez al., 2018; Yee, 2019). Los modelos
lineales mixtos generalizados incorporaron efectos
aleatorios (Breslow y Clayton, 1993). Hastie y Tibs-
hirani (1986) y Hastie (2018) incluyeron modelos
no lineales a través de Modelos Aditivos Generaliza-
dos. Wood y Scheip (2017) desarrollaron generaliza-
dos modelos mixtos aditivos que incorporaron efec-
tos aleatorios a relaciones no lineales. Estos modelos
presentan la oportunidad de analizar los datos sin
transformar. Otro obstdculo es la falta de incorpora-
cién de observaciones repetidas en el modelo. En los
experimentos agronémicos, cuando se evalta el cre-
cimiento de la planta, es frecuente analizar el tiempo
como factor en un disefio factorial, en lugar de consi-
derarlo como una medida cronoldgica, perdiendo asi
informacién sobre el crecimiento de la planta.

En la industria de las rosas cortadas, uno de los
requisitos es la longitud del tallo. México tiene un
potencial floricultural debido a los recursos natura-
les (agua, suelo, clima), asi como a las condiciones
sociales y su cercania a Estados Unidos, uno de los
principales consumidores de flores del mundo (Mor-
dor Int., 2020). Los picos en la produccién de rosas
se dan en febrero, mayo, noviembre y diciembre; en
estos meses hay una gran variabilidad de tempera-
turas, RH y radiacién dentro del invernadero, que
afectan la tasa de crecimiento de las plantas de rosas.
Sin embargo, los cultivadores de rosas desconocen la
influencia de estos factores que afectan la calidad del
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to better understanding the impact of environmental
variables on stem length of two rose cultivars.

MATERIALS Y METHODS
Generalized Linear Model (GLM)

GLM describe the dependence of an observable variable y,
(i=1,..., n) on a vector of regressors, x, (=1,..., p), where xi =

(xil, Xpenns xip), and x,, = 1 serves as an intercept coeflicient. The
conditional distribution of y|x, is a linear exponential family

with density function:

A 53050) = exp{[y.0.-60)]/a@)+c( 5. 0)}

where 6. is the natural parameter that depends on the explanatory
variables via a linear predictor: 7, = Zjl Bix;; and ¢ is a
dispersion parameter, usually a(@) = 1. The functions a(-), b() y
¢(+), determine which member of the exponential family is used
(e.g. normal, gamma, inverse Gaussian, binomial and Poisson).
The mean and the conditional variance of y, are E [ylx] = u, =
£'(©) and Var [}’fo] = @-67(0), respectively. The mean variance
is V(u)=b"(6). Dependence of the conditional mean E [y)x] =

M;on x, is specified via a regression model:

dlw)=x7p )

where gisalink function and 8 is a vector of regression coeflicients
that is estimated by maximum likelihood, using a weighted
least squares iterative algorithm. The estimable functions of the
regression model are estimated according to the member of the

exponential family.
Generalized Linear Mixed Model (GLMM)

GLMM is obtained from the GLM with the incorporation
of random effects in the linear predictor, and this idea was
developed by Breslow and Clayton (1993). The structure of a
GLMM is given by the expression: g(,ul) = xljﬁ * U i=1,..., m
j=1,...p, where B is the vector that contains the fixed effects of
the explanatory variables x, ; z, are the variables associated to the
random effects and {} are the random effects that are assumed
to have a normal probability distribution. In matrix form, this

model can be written as:

g =XB+ 2y

where X and Z are matrices with fixed and random effects,
respectively, f is a vector of regression coefficients, y is a random

effects vector with normal distribution, y~MN(o, ¥), g is a link

tallo de la rosa a lo largo del ano. El objetivo de esta
investigacién fue analizar estos nuevos modelos es-
tadisticos para comprender mejor el impacto de las
variables ambientales en la longitud del tallo de dos
cultivares de rosas.

MATERIALES Y METODOS

Modelo lineal generalizado (GLM)

El GLM describe la dependencia de una variable observable
7, (i=1,..., m) sobre un vector de regresores, x, (7=1,..., p), donde

xi = (xl_l, Xypenns xlp), y x, = 1 sirve como coeficiente de intercep-
cién. La distribucién condicional de y |x, es una familia exponen-

cial lineal con funcién de densidad:

[95050)=exp{5.0.-60)]/al@)+c( 1. 9)}

donde 6, es el pardmetro natural que depende de las variables ex-
plicativas mediante un predictor lineal: 7, = Zil Bixy; vy es
un pardmetro de dispersion, usualmente a(@) = 1. Las funciones
a(-), b(-) y ¢(-) determinan qué miembro de la familia exponen-
cial se utiliza (por ejemplo, normal, gamma, gaussiana inversa,
binomial y Poisson). La media y la varianza condicional de y,
son E [yi|xi] =u,=b60)y Var [yi|xi] = ¢-67(0) respectivamente.
La varianza media es V(i )=6"(0). La dependencia de la media
condicional £ [y|x] = u, en x; se especifica mediante un modelo

de regresién:

glu)=x/p (1)

donde g es una funcién de enlace y f es un vector de coeficientes
de regresién que se estima por médxima verosimilitud, utilizando
un algoritmo iterativo de minimos cuadrados ponderados. Las
funciones estimables del modelo de regresién se estiman segtin el

miembro de la familia exponencial.
Modelo mixto lineal generalizado (GLMM)

El GLMM se obtiene del GLM con la incorporacién de efec-
tos aleatorios en el predictor lineal, y esta idea fue desarrollada
por Breslow y Clayton (1993). La estructura de un GLMM es
dada por la expresion: gcui) = xllﬂ +z U i=1,..., n; j=1,...p,
donde f3 es el vector que contiene los efectos fijos de las varia-
bles explicativas X, z;son las variables asociadas a los efectos
aleatorios y {#} son efectos aleatorios y se asume que tienen una
distribucién de probabilidad normal. En forma matricial, este

modelo se puede escribir como:

gu) =Xp+2y

RAMIREZ-GUZMAN et al. 941
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function defined as in (1) and ¥ is a covariance matrix of random

effects.
Generalized Additive Model (GAM)

GAM, proposed by Hastie and Tibshirani (1986) and
Hastie (2018), is an extension of the GLM. This model is a non-
parametric regression that relaxes both classical assumptions of
normality and linearity; besides, it allows non-linear relationships
between a response and explanatory variables. The great
advantage of this model is that the user does not have to suggest
the type of function between the variables, since it is the model
that defines the relationship form. That is, instead of having to
choose a single parameter 8, that best fits all the range of values
of the corresponding explanatory variable (x), GAM establish
the form of the relationship by a spline curve, which joins two or
more polynomial curves. The locations of the joins are known as
“knots”. A cubic spline is a curve constructed as a sum of sections
of cubic polynomials, joined at the ends in such a way that a
continuous function is generated up to the second derivative.
The form of the function will be determined by the available data
and by a smoothing parameter (A) that establishes how close the
function has to adjust to the data points. Distributions allowed
by GAM models include exponential family, negative binomial
distribution and tweedy distribution. The last distribution
includes a response variance equal to the average raised to the
power p. The linear predictor can be written as a function of
fixed effects XB and smoothing function f; (x,) with a specified

parametric form for each p explanatory variable (Wood, 2017).
’
glm)=XB+ 2 filx)
j=1

GAM models are preferred over lowess (locally weighted least
squares regression models) (Cleveland, 1979), because the latter
can produce predictions less than zero or greater than 1 when the

data comes from a binomial distribution (Agresti, 2015).
Generalized Additive Mixed Model (GAMM)
This model is an extension of the GAM model. Here, random

effects and correlation structures are included as in GLMM. The

main interest focuses on the fixed effects of the model:
’
g(/’t) =)¢+2f1(xj) *tz
j=1

where X'and Z are defined as in GLMM and the functions ]f (x])
are defined as in GAM.
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donde X'y Z son matrices con efectos fijos y aleatorios, respecti-
vamente, 3 es un vector de coeficientes de regresién, y es un vec-
tor de efectos aleatorios con distribucién normal, y~N(o, ¥), g
es una funcién de enlace definida como en (1), y ¥ es una matriz

de covarianza de efectos aleatorios.
Modelo aditivo generalizado (GAM)

El GAM, propuesto por Hastie y Tibshirani (1986) y Hastie
(2018), es una extensién del GLM. Este modelo es una regresion
no paramétrica que relaja los supuestos cldsicos de normalidad y
linealidad; ademds, permite relaciones no lineales entre una va-
riable de respuesta y variables explicativas. La gran ventaja de
este modelo es que el usuario no tiene que sugerir el tipo de
funcién entre las variables, ya que el modelo define la forma de la
relacién. Es decir, en lugar de tener que elegir un solo parimetro
B, que mejor se ajuste a todo el rango de valores de la variable
explicativa correspondiente (x), GAM establece la forma de la
relacién mediante una curva spline, que une dos o mds curvas
polinomiales. Las ubicaciones de las uniones se conocen como
“nodos”. Un spline ctbico es una curva construida como una
suma de secciones de polinomios ctibicos, unidos en los extre-
mos de tal manera que se genera una funcién continua hasta
la segunda derivada. La forma de la funcién estard determinada
por los datos disponibles y por un pardmetro de suavizado (1)
que establece qué tan cerca la funcién a de ajustarse a los datos.
Las distribuciones permitidas por los modelos GAM incluyen a
la familia exponencial, la distribucién binomial negativa y a la
distribucién tweedy. La dltima distribucién incluye una varianza
de la respuesta igual a la media elevada a la potencia p. El pre-
dictor lineal puede escribirse como una funcién de efectos fijos
XB y una funcién de suavizado f; (x,) con una forma paramétrica

especifica para cada variable explicativa p (Wood, 2017).

)= 3+ 3 filw)

Los modelos GAM son preferidos sobre los lowess (mode-
los de regresién de minimos cuadrados ponderados localmente)
(Cleveland, 1979), porque estos Gltimos pueden producir pre-
dicciones menores que cero o mayores que 1 cuando los datos

provienen de una distribucién binomial (Agresti, 2015).
Modelos mixtos aditivos generalizados (GAMM)

Este modelo es una extensién del modelo GAM. Aqui los
efectos aleatorios y las estructuras de correlacion se incluyen
como en GLMM. El principal interés se centra en los efectos

fijos del modelo:
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Vector Generalized Linear Model (VGLM)

A variant of the GLM is the VGLM, which includes
distributions that do not belong to the exponential distribution
(Yee, 2019). Some of these distributions are: beta-binomial,
Generalized Extreme Value Distribution, Gumbel and Inverse
Gaussian. VGLM are a family of at least one hundred models
which result of the combination of several distributions and
link functions. One important feature of these models is that
they can model variance, skewness and kurtosis as functions of
explanatory variables. This approach can produce multivariate
models with different distribution and link functions for each

response variable (Yee, 2019).
Repeated Measures Model

Repeated Measures Model is very useful when there is interest
in analyzing a variable through time (Hox ¢z a/. 2017). It controls
for non-independence among the repeated observations for each
individual, and it actually adds one or more random effects for
individuals to the model. Examples of random effects are random
intercept and random slope models. Random intercept model
controls the variability between individuals, whereas random
slope model assumes that individuals (e.g. plants) could have
different slopes. Both take the form of additional residual terms.
The GAM with intercept and slope random effects model can
be written as:

g(ﬂ)=)ﬁ”Zj:lfj(xf)’fuu’fuz,time (2)

where #,is the intercept random effect and #«, is the slope
random effect associated to time, where u1i~N(o, ‘L’ZI), u2i~N(o,
72), and cov (u,, #,) = 7,,. Thus model (2) controls the effects of
individuals in order to emphasize the linear and no linear effects

of regressors on response variable.

Where the variance-covariance matrix of nxn is:

T3 - 0713

Estimation of parameters

Restricted maximum likelihood method (REML) estimates
the parameters of GLMM and GAMM. Maximum likelihood
(ML) method estimates the parameters of GLM, GAM and
VGLM. This implies that an information criterion statistic

for selecting the best model like the Bayesian (BIC) cannot be

g(/‘):XB*iff(x])*zw

donde X'y Z se definen como en GLMM vy las funciones £ (x) se
definen como en GAM.

Modelo lineal generalizado vectorial (VGLM)

Una variante del GLM es el VGLM, que incluye distribucio-
nes que no pertenecen a la distribucidn exponencial (Yee, 2019).
Algunas de estas distribuciones son: beta-binomial, distribucién
de valor extremo generalizada, Gumbel e inversa gaussiana.
VGLM son una familia de al menos cien modelos que resultan
de la combinacién de varias distribuciones y funciones de enlace.
Una caracteristica importante de estos modelos es que pueden
modelar la varianza, la asimetrfa y la curtosis como funciones
de variables explicativas. Este enfoque puede producir modelos
multivariados con diferentes funciones de distribucién y funcio-

nes de enlace para cada variable de respuesta (Yee, 2019).
Modelo de medidas repetidas

El modelo de medidas repetidas es muy ttil cuando existe
interés en analizar una variable a través del tiempo (Hox ez al.,
2017). Este controla la dependencia entre las observaciones repe-
tidas para cada individuo y, de hecho, adiciona uno o més efectos
aleatorios para los individuos en el modelo. Ejemplos de efectos
aleatorios son los modelos de intercepto aleatorio y de pendiente
aleatoria. El modelo de intercepto aleatorio controla la variabili-
dad entre individuos, mientras que el modelo de pendiente alea-
toria asume que los individuos (por ejemplo, las plantas) podrian
tener diferentes pendientes. Ambos toman la forma de términos
residuales adicionales. El modelo de efectos aleatorios GAM con

intercepto y pendiente se puede escribir como:
glu)=xp+ Z:l fi () + i ¥ s time )

donde #_es el efecto aleatorio del intercepto y ,, es el efecto alea-
torio de la pendiente asociado al tiempo, donde uU~N(0, Tzl),
u,~N(o, 7%,), and cov (u,, u,) = 7,,. Por lo tanto, el modelo (2)
controla los efectos de los individuos para enfatizar los efectos no

lineales de los regresores sobre la variable de respuesta.

La matriz de varianza-covarianza de nxn es :

o HTy T3

>=

RAMIREZ-GUZMAN et al. 943
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estimated for GLMM and GAMM models (Schwarz, 1978;
Wood, 2006). A BIC statistic performs better than an AIC one
because the first one introduces a penalty term for the number of
parameters in the model. Therefore, for model comparison, the
best model will be that one which presents a white noise behavior

and a minimum variance.
The experiment

The rose flowers were produced in a Sawtooth type
greenhouse, located in Tequexquinahuac, state of Mexico,
Mexico. The climate in the area is temperate semi-dry, with an
annual average temperature of 15.9 °C, with infrequent frosts
and an average annual rainfall of 686 mm and altitude of 2450 m.

The commercial greenhouse has 5000 m?, the soil is vertisol
at pH 5.8, 4% of organic matter and controlled drip irrigation.
Flower producers were interested in identifying which of two
cultivars (Samurai (1) and Blush (2)) in peak seasons (period
1: April-May; period 2: September-October) was the best
to accomplish the required specifications of the stem length
(between 50 to 70 cm) required by the market. They wanted to
know how heat units (heat), relative humidity (RH) and light
(umol m?s") influence the stem length of roses. In order to
answer these questions, an experiment with two factors, cultivars
and periods, was conducted.

Environmental variables light (lux), RH (%) and heat units
[(Tmax-Tmin)-5.3] (where 5.3 was the base temperature for
roses growth), were monitored inside the commercial greenhouse
with data logger sensors (HOBO®). Repeated measures of stem
length (10 plants per 5 dates) for each cultivar and period were
measured at harvest with a metric scale. The fixed effects were
periods and cultivars and the random effects were plants. The

interaction was of interest.
RESULTS AND DISCUSSION

Stem length (y), heat units (x,), relative humidity
(x,) and light units (x,) descriptive statistics showed
high variability of stem length and some positive
skewness of RH (Table 1). Negative kurtosis
indicates that the distribution has lighter tails than
the normal distribution.

Stem length density function by kernel
(Epanechnikov, 1969), Anderson-Darling test
(Anderson and Darling, 1954; Marsaglia and
Marsaglia, 2004) and qq plots of normal, gamma,
Weibull and lognormal distributions (Figure 1),
showed that stem length data comes from a
normal distribution. However, after including the
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Estimacién de pardmetros

El método de mdxima verosimilitud restringida (REML)
estima los pardmetros de GLMM y GAMM. El método de
méxima verosimilitud (ML) estima los pardmetros de GLM,
GAM y VGLM. Esto implica que una estadistica de criterio de
informacién para seleccionar el mejor modelo como el Bayesiano
(BIC) no puede estimarse para los modelos GLMM y GAMM
(Schwarz, 1978; Wood, 2006). Una estadistica BIC funciona
mejor que una AIC porque la primera introduce un término de
penalizacién para el nimero de pardmetros en el modelo. Por lo
tanto, en la comparacién de modelos, el mejor modelo serd aquel
que presente un comportamiento de ruido blanco y una minima

varianza en los residuales.
El experimento

Las rosas se produjeron en un invernadero tipo Sawtooth,
ubicado en Tequexquinahuac, Estado de México, México. El
clima de la zona fue templado semiseco, con una temperatura
media anual de 15.9 °C, con heladas poco frecuentes, una pre-
cipitacién media anual de 686 mm y una alticud de 2.450 m.

El invernadero comercial tenfa 5000 m?, el suelo era de ver-
tisol con un pH 5.8, 4% de materia orgdnica y riego por go-
teo controlado. Los productores de flores estaban interesados en
identificar cudl de los dos cultivares (Samurai (1) y Blush (2)) en
las temporadas pico (periodo 1: abril-mayo; periodo 2: septiem-
bre-octubre) era el mejor para cumplir con las especificaciones
sobre la longitud del tallo (entre 50 y 70 cm) requeridas por el
mercado. Querfan saber cémo las unidades de calor (calor), la
humedad relativa (HR) y la luz (@mol ms?) influfan en la lon-
gitud del tallo de las rosas. Para responder a estas preguntas se
realiz6 un experimento con dos factores: cultivares y periodos.

Variables ambientales como: luz (lux), HR (%) y unidades
de calor [(Tmax-Tmin) -5.3] (donde 5.3 fue la temperatura base
para el crecimiento de rosas), se tomaron dentro del invernadero
comercial con sensores de registro de datos (HOBO®). Medidas
repetidas de la longitud del tallo (10 plantas por 5 fechas) para
cada cultivar y periodo se tomaron en la cosecha con una escala
métrica. Los efectos fijos fueron los periodos y cultivares y los

efectos aleatorios fueron las plantas. La interaccidn era de interés.
RESULTADOS Y DISCUSION

Las estadisticas descriptivas de longitud del tallo
(), unidades de calor (x,), humedad relativa (x,) y
unidades de luz (x,) mostraron una alta variabilidad
de longitud del tallo y cierta asimetria positiva de la
RH (Cuadro 1). La curtosis negativa indica que la
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Table 1. Descriptive statistics.
Cuadro 1. Estadistica descriptiva.

Variable Mean Median SD Skewness Kurtosis Max Min
Stem length (cm) 45.11 45.05 25 0.1 -0.73 108.3 2.9
Heat Units 686.6 694.71 135.78 0.05 -1.03 917.38 476.72
RH (%) 82.03 81.86 1.05 0.83 -0.08 84.38 80.85
Light (mmoles m~s™) 448.01 446.83 20.46 -0.36 -1.04 474.09 408.75
- - oot
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Figure 1. Normal, gamma, Weibull and lognormal qq plots of stem length (y).
Figura 1. Gréficas qq de las distribuciones normal, gamma, Weibull y lognormal de longitud del tallo(y).

explanatory variables in the model, residuals showed
a gamma distribution, which was included in several
models (Table 2). All the models were fitted with R
(R Core Team, 2013) using the libraries Ime4 (Bates
et al., 2015), MASS (Venables and Ripley, 2002),
mgev (Wood, 2011), gamm4 (Wood and Scheipl,
2017) and VGAM (Yee, 2019).

Models for explaining stem length as a function
of environmental variables

Table 2 shows the models adjusted to length of
the stem (Y), as a function of heat units (x,), relative
humidity (x,) and light (x,). Gaussian model (model

distribucién tiene colas mds ligeras que la distribu-
cién normal.

La funcién de densidad de la longitud del ta-
llo por kernel (Epanechnikov, 1969), la prueba de
Anderson-Darling (Anderson y Darling, 1954; Mar-
saglia y Marsaglia, 2004) y las graficas qq de las dis-
tribuciones normal, gamma, Weibull y lognormal
(Figura 1) mostraron que los datos de longitud del
tallo proceden de una distribucién normal. Sin em-
bargo, luego de incluir las variables explicativas en
el modelo, los residuos mostraron una distribucién
gamma, la cual fue incluida en varios modelos (Cua-
dro 2). Todos los modelos fueron ajustados en R (R
Core Team, 2013), con las bibliotecas Ime4 (Bates ez
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Table 2. Adjusted models.
Cuadro 2. Modelos ajustados.

Model Type Distribution Link BIC
A VGLM Normal Indentity 1681
B VGLM Weibull Identity 1696
C GLM Gamma Inverse 1775
D GLM Gamma Log 1696
E GLM Gamma Identity 1642
F GLMM Gamma Identity
G GLMM Gamma Inverse
H GLMM Gamma Log .

I GAM Gamma Log 1629
J GAM Gamma Identity 1619
K GAM Normal Identity 1647
L GAMM Gamma Log
M GAMM Gamma Identity

K of Table 2) produced Pearson residuals between -38
to 38, while the rest was between -3 to 3 (Figure 2). An
explanation of the great variability of this model was
the wrong assumption of linear relationship between
the response variable and the explanatory variables.
GAM and GAMM models showed residuals with
minimum variability (Figure 2). The best model was
the GAM (model J) with identity link function and
deviance explained of 75.1%.

Model ] identified significant nonlinear effect
of RH (p=0.05) and linear effects of heat units
(p=0.05) and light (p=<0.10). Model 3 presented the
explicit form of Model J. Non-linearity relationship

al., 2015), MASS (Venables y Ripley, 2002), mgev
(Wood, 2011), gamm4 (Wood y Scheipl, 2017) y
VGAM (Yee, 2019).

Modelos para explicar la longitud del tallo en
funcién de variables ambientales

El Cuadro 2 muestra los modelos ajustados a la
longitud del tallo (), en funcién de las unidades de
calor (x,), la humedad relativa (x,) y la luz (x). El
modelo gaussiano (modelo K del Cuadro 2) produjo
residuales de Pearson entre -38 a 38, mientras que
para el resto entre -3 a 3 (Figura 2). Una explicacién

o
6 —
4 3
l : O
[ s 4
2 Rl —_ !
| e S A - S e S e
R | = E = e e
2 L A
—8— —
p &
4 - o
l I I l I I l I I l I I
A B C D E F G H I ] L M

Figure 2. Residual box plots of the best 12 models of Table 1.
Figura 2. Graficas de cajas de residuales de los 12 s mejores modelos del Cuadro 1.
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between RH was approximately of degree 4 with a
smooth function s (this function used ten knots),
which was evident in Figure 3.

Y= 45.045 + s(heat, 1) + s(RH, 3.83)
+ s(light, 1) + €; 3)

where y ~ Gamma (shape = 2.17, rate = 0.04); ¢ ~
N (0,0.11).

According to model (3), the best conditions
to produce plants between 50 and 70 c¢m are 82.5
to 85% RH and 650 to 830 heat units (Figure 3).
Stem length and predicted stem length, predicted by
model 3, shows the quality of the model (Figure 4).

Models for detecting best production
period of roses and cultivar

The stem length averages of period 1 and 2 were
63 cm and 25 cm, respectively (Figure 5). Regarding
cultivars, the averages were 63 and 67 cm for
cultivars 1 and 2, respectively. Box plots showed that

cultivar 2 during period 1 produced the larger roses
stem (Figure 5). Density functions by kernel showed

z: Stem length

900 —

800

700

X: Heat units

600

500

81.0 82.0 83.0 84.0

X,: Relative humidity

de la gran variabilidad de este modelo fue el supues-
to erroneo de una relacion lineal entre la variable de
respuesta y las variables explicativas. Los modelos
GAM y GAMM mostraron residuales con minima
variabilidad (Figura 2). El mejor modelo fue el GAM
(modelo ]) con funcién liga de identidad y devianza
explicada de 75.1%.

El modelo J identific6 un efecto no lineal signifi-
cativo de RH (p=<0.05) y efectos lineales de unidades
de calor (p=0.05) y luz (p=<0.10). El Modelo 3 pre-
senta de forma explicita al Modelo J. La relacién de
no linealidad de RH fue aproximadamente de cuarto
grado, con una funcién suave s (esta funcién usé diez
nodos), lo cual fue evidente en la Figura 3.

V= 45.045 + s(heat, 1) + s(RH, 3.83)
+ s(light, 1) + €; (3)

donde y ~ Gamma (shape = 2.17, rate = 0.04); ¢ ~
N(0,0.11).

De acuerdo al modelo (3), las mejores condicio-

nes para producir plantas entre 50 y 70 cm, son de
82.5 a 85% de RH y de 650 a 830 unidades de
calor (Figura 3). La longitud del tallo y la longitud

z: Stem length

Figure 3. Heat units and Relative humidity (X)) effects on length of the stem.
Figure 3. Efectos de unidades de calor (X)) y humedad relativa (X)) sobre la longitud del tallo.
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Figure 4. Stem length vs predicted stem length by GAM (model 3). Shadow color represents 95% confidence interval.
Figura 4. Longitud del tallo versus la longitud del tallo pronosticada por GAM (modelo 3).

skewed distributions of roses stem length (Figure 6).

To identify the period and cultivar of roses of
best production, model 3 was extended to include
cultivar and period of the year. To achieve this a

GAMM model was fitted (model 4), with plant

90 -
Cultivar
60 -
=
=
® L
[0}
—
30 - l
O L 1 1
Period 1 Period 2
Period

Figure 5. Box plot of stem length by period and cultivar.
Figura 5. Gréficas de caja de longitud del tallo por periodo y

cultivar.
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pronosticada por el modelo 3 muestran la calidad del
modelo (Figura 4).

Modelos para detectar el mejor periodo de
produccién de rosas y cultivares

Los promedios de longitud del tallo del periodo 1
y 2 fueron 63 cm y 25 cm, respectivamente (Figura
5). En cuanto a los cultivares, los promedios fueron
de 63 y 67 cm para los cultivares 1 y 2, respectiva-
mente. Las gréficas de caja mostraron que el cultivar
2 durante el periodo 1 produjo el tallo de rosas mas
grande (Figura 5). Las funciones de densidad por
kernel mostraron distribuciones sesgadas de la longi-
tud del tallo de las rosas (Figura 6).

Para identificar el periodo y el cultivar de rosas de
mejor produccién, el modelo 3 fue extendido para
incluir el cultivar y el periodo del ano. Para lograr este
propdsito, se ajusté un modelo GAMM (modelo 4),
con planta dentro de la fecha como efecto aleatorio
()/P). La interaccién no fue significativa.

§=63.06-38.61 P, + 4.07 C, +s(x;, 1) +
s(x,, 3.83) + s(x,, 1) + Y, + c; 4)

donde y ~ Gamma (shape = 2.17, rate = 0.04); ¢ ~
N(0,0.11); v, N, 0.12).

El andlisis ANOVA del modelo 4 mostré que las ca-

racteristicas de calidad se pueden lograr con el cultivar 2
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Figure 6. Density functions by kernel of stem length by cultivar and period.
Figura 6. Funciones de densidad por kernel de longitud del tallo por cultivar y periodo.

within date as random effect (yp). The interaction was
not significant.

§=63.06-38.61 P, + 4.07 C, +s(x, 1) +
s(x,, 3.83) + S(Xa, 1) + v, + €; 4)

where y ~ Gamma (shape = 2.17, rate = 0.04); ¢ ~
N(0,0.11); )/P ~ N(0, 0.12).

ANOVA analysis of model 4 showed that
quality characteristics can be achieved with cultivar
2 (Intercept = 63.0578, p value = 2e-16; cultivar
estimate = 4.0750, p value < 1.02¢-07) during period
1 (period 2 estimate = -38.0612, p value < 2e-16)
(Figure 7). Because there were two levels for cultivar
and two for periods, it was unnecessary to use any
multiple comparison test; therefore, the highest level
for period and cultivar were the best one. Some point
predictions as function of specific values of period,
cultivar, date, heat units, RH and stem length show

the quality of the model (Table 3).

(Intercepto = 63.0578, valor de p = 2e-16; estimacién
de cultivar = 4.0750, valor de p <1.02¢-07) durante
el periodo 1 (estimacién del periodo 2 = -38.0612,
valor de p <2e-16) (Figura 7). Debido a que habia
dos niveles para cultivar y dos para periodos, no fue
necesario utilizar ninguna prueba de comparacién
multiple; por lo tanto, el nivel mds alto para periodo
y cultivar fue el mejor. Algunas predicciones puntua-
les en funcidn de valores especificos de periodo, culti-
var, fecha, unidades de calor, RH y longitud del tallo
muestran la calidad del modelo (Cuadro 3).

Anilisis de medidas repetidas

El tamano del tallo de las plantas puede ser es-
tudiada con un modelo de medidas repetidas (5)
con curvas de crecimiento de intercepto y pendiente
como efectos aleatorios (%, + u,, time) y una estruc-
tura simétrica de la matriz de varianza-covarianza
para efectos aleatorios 3 de 10x10.
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Figure 7. Predicted stem length of Model 4.
Figura 7. Longitud del tallo predicha por el Modelo 4.

Repeated measures analysis

The stem size of the plants can be studied with
a repeated measures model (5) with intercept and
slope growth curves as random effects («,, + u,, time)
and a 10x10 compound symmetry structure of the
variance-covariance matrix for random effects > .

§=30.98 —27.66 P, + 4.16 C,+u,+u, time+
€; ¢~N(0,0.11) (5)

§=30.98 —27.66 P, + 4.16 C, +u,+u, time+

€; e~N(0,0.11) 5)
, 10.11+0.90"2 --- 0.90"2
0.90"2 ... 0.11+0.90"2

Este incluye medidas repetidas de la longitud del
tallo durante los dias 0, 7, 14, 21 y 28 (Figura 8). El

Table 3. Some point predictions as a function of cultivar, period, heat units, RH and light units based on

model 4.

Cuadro 3. Algunas predicciones puntuales en funcién de cultivar, periodo, unidades de calor, RH y

unidades de luz basadas en el Modelo 4

Period Cultivar Date Heat Units RH Light Length (y) Prediction (§)
Period 1 Cultivar 1 28 816.4 82.6 433.49 66 79.89
Period 1 Cultivar 2 28 816.4 82.6 433.49 97.5 83.96
Period 1 Cultivar 1 21 718.97 82.54  433.87 65.5 67.21
Period 1 Cultivar 2 21 718.97 82.54  433.87 96.5 71.28
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A

2

0.11+0.90"2 --- 0.90"2

0.90"2 ... 0.11+0.90"2

This includes repeated measures of stem length
during days 0, 7, 14, 21 and 28 (Figure 8). Cultivar
1 presented more variability in slope than cultivar 2,
which showed almost parallel slopes (Figure 8). This
characteristic indicated a uniform increase through
time of cultivar 2. The ANOVA table with intercept
and slopes as sources of variation, indicated that there
was an intercept difference (estimate = 30.814, std
error = 0.374, t value = 82.247, p-value = 5.33¢™")
and no difference.

Besides, it was noticed greater variability within
cultivars (Figure 9), which led to incorporate plants
as random effects, as shown in model 5.

This observation was validated with estimated
random components, which were 0.70 and 0.90 for
intercepts and slopes, respectively. The estimated
scale parameter 0.08 indicated a good precision.
Correlation between intercepts and the slopes of the

Period1
Cultivar 1
120 -
80 -
40 -
=
%D 0
— Period 2
Cultivar 1
120 -
80 -
40 -
O 7| v
0 10 20

Date

cultivar 1 presenté mds variabilidad en pendiente que
el cultivar 2, el cual mostré pendientes casi parale-
las (Figura 8). Esta caracteristica indicé un aumento
uniforme a lo largo del tiempo del cultivar 2. El cua-
dro del ANOVA, con intercepto y pendientes como
fuentes de variacién, indicé que hubo una diferencia
de interceptos (estimacién = 30.814, error estindar
= 0.374, valor t = 82.247, valor p = 5.33¢") y sin
diferencia.

Ademis, se observé una mayor variabilidad den-
tro de los cultivares (Figura 9), lo que llevé a incorpo-
rar plantas como efectos aleatorios, como se muestra
en el modelo 5.

Esta observacién se validé con los componentes
aleatorios estimados, los cuales fueron 0.70 y 0.90
para interceptos y pendientes, respectivamente. El
pardmetro estimado de escala de 0.08 indicé que la
precisién fue adecuada. La correlacién entre los in-
terceptos y las pendientes de las curvas de crecimien-
to de las plantas fue casi una. Esto significa que las
plantas que comenzaron “altas” permanecieron asi a
lo largo del tiempo, asi como las plantas “bajas” lo
siguieron siendo a través del tiempo (Figura 10).

Period 1
Cultivar 2

Cultivar
Period 2 -1
Cultivar 2 el 2

Figure 8. Linear models adjusted to the repeated measurements at 0, 7, 14, 21 and 28 days.
Figura 8. Modelos lineales ajustados a las medidas repetidas a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias.
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Figure 9. Variability inside cultivars and variability inside periods.
Figura 9. Variabilidad dentro de tos cultivares y variabilidad dentro de los periodos.

growth curves of the plants was almost one. It means
that plants which initiate “high” remained so over
time, as well as “low” plants remained in this way
over time (Figure 10).

CONCLUSIONS

This research showed that it is essential to know
the distribution of the data, as well as the type of
relationship between the explanatory and response
variables, in order to correctly model it. After
comparing several linear and nonlinear models, a
GAM model was the best to identify the cultivar
and time for producing roses between 50 to 70 cm
of stems length, an appreciated quality characteristic.
It identified a non-linear effect of relative humidity
of a curve of approximately four degrees of freedom
and linear effects of heat units and light. The best
conditions to produce plants between 50 and 70
cm, were 650 to 830 heat units and between 82.5
and 85% of relative humidity. A GAMM model
with plants variability as the random component,
identified the April to May period with cultivar
Blush as the best conditions to produced roses with
the required characteristics.
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CONCLUSIONES

Este estudio mostr6 que es fundamental conocer
la distribucién de los datos, asi como el tipo de re-
lacién entre las variables explicativas y de respuesta,
para poder modelarlas correctamente. Después de
comparar varios modelos lineales y no lineales, el
modelo GAM fue el mejor para identificar el cultivar
y el tiempo para producir rosas con una longitud de
tallo entre 50 y 70 c¢m, caracteristica muy apreciada
de calidad. Este modelo identificé un efecto no lineal
de humedad relativa con una curva de cuatro gra-
dos de libertad aproximadamente y efectos lineales
de unidades de calor y luz. Las mejores condiciones
para producir plantas entre 50 y 70 cm de longitud
fueron de 650 a 830 unidades de calor y entre 82.5 y
85% de humedad relativa. Un modelo GAMM, con
la variabilidad de plantas como componente aleato-
rio, permitié identificar el periodo de abril a mayo
para el cultivar Blush como las mejores condiciones
para producir rosas con las caracteristicas requeridas.

—Fin de la version en Espanol—

___.*___



COMPARISON OF LINEAR AND NONLINEAR MODELS: THE CASE OF THE ROSE QUALITY STEMS

Plant
4 -2 0 2 4
] ] ] ] ] ] ] ] ] ]
(Intercept) Date
1 —_— +
10 p —_—— 2
7 —_— .-
2 I — +
4 —_— +
9 —_— +
38 —_— +
6 —_— -+
3 S .-
5| —%—— +

Figure 10. Intercepts and slopes centered random effects of plants.
Figura 10. Efectos aleatorios centrados de interceptos y pendientes de plantas.
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BIOCONTROL DE Tiichoderma spp. HACIA PATOGENOS DE LA RAIZ
DE CANA DE AZUCAR (Saccharum officinarum)

BIOCONTROL OF Tiichoderma spp. TO PATHOGENS OF SUGARCANE
ROOT (Saccharum officinarum)
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RESUMEN

La marchitez de la cafia de azicar la produce un complejo de
especies de Fusarium, como E andiyazi y E sacchari que inducen
la pudricién de las raices. Para controlar esta enfermedad y dis-
minuir el uso de fungicidas se ha propuesto el control bioldgico
por medio de antagonistas del género Trichoderma. El objetivo de
este estudio fue evaluar iz vitro y en plantas de cafia de azdcar la
capacidad antagdnica de cepas de Trichoderma hacia F andiyazi
y E sacchari. La hipétesis fue que al menos una cepa de Zricho-
derma inhibe el crecimiento in vitro de Fusarium y favorece el
desarrollo de las plantas de cafia. Dieciocho cepas de Trichoderma
se aislaron y se determiné su porcentaje de inhibicién sobre el
crecimiento micelial de especies de Fusarium con la técnica de
cultivo dual en medio de cultivo papa dextrosa agar. El disefio
experimental fue completamente al azar, con cuatro repeticio-
nes por tratamiento. El grado de antagonismo de Trichoderma se
evalud a los 13 d. Las cepas T2 y T8 que mostraron las caracte-
risticas mejores de antagonismo se eligieron para el bioensayo i
vivo. Para la evaluacién in vivo el sustrato estéril se inoculé con £
andiyazi'y E sacchari y las raices de plantas de cafia con las cepas
T2 y'T8 de Trichoderma en un disefio de bloques al azar, con tres
bloques y tres repeticiones para cada tratamiento. Las variables
evaluadas fueron altura de la planta (cm), biomasa himeda y seca
de la rafz (g), nimero y didmetro de tallos (mm) y longitud de la
rafz (cm). Las cepas T2 yT8 se determinaron, con identificacion
morfolégica y molecular, como 7. asperellum 'y T. koningiopsis. El
efecto de estas cepas en las plantas de cana fue benéfico; ya que
incrementaron altura de planta, y longitud, biomasa himeda y

seca de raices.
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ABSTRACT

Wilting of sugarcane is produced by a complex of Fusarium
species, such as F andiyazi and E sacchari, which induce
rotting of roots. In order to control this disease and reduce
the use of fungicides, biological control has been proposed by
means of antagonists of the genus Trichoderma. The objective
of this study was to evaluate iz vitro and in sugar cane plants
the antagonistic capacity of strains of Trichoderma against F
andiyazi and E sacchari. The hypothesis was that at least one
strain of T7ichoderma inhibits the growth in vitro of Fusarium
and favors the development of the sugarcane plants. Eighteen
strains of Trichoderma were isolated and their percentage of
inhibition was determined on the mycelial growth of Fusarium
species with the technique of dual culture in potato dextrose
agar culture medium. The experimental design was completely
randomized, with four replicates per treatment. The degree of
antagonism of Trichoderma was evaluated at 13 d. The strains T2
and T8 which showed the best characteristics of antagonism were
selected for the iz vivo bioassay. For the evaluation in vivo, the
sterile substrate was inoculated with ¥ andiyazi and E sacchari,
and the roots of sugarcane plants with strains T2 and T8 of
Trichoderma in a design of randomized blocks, with three blocks
and three replicates for each treatment. The variables evaluated
were plant height (cm), fresh and dry root biomass (g), number
and diameter of stems (mm) and root length (cm). The strains
T2 and T8 were determined with morphological and molecular
identification as T. asperellum and T. koningiopsis. The effect of
these species on the sugarcane plants was beneficial, given that
they increased plant height, along with length, wet and dry

biomass of roots.

Keywords: Saccharum officinarum, biological control, Fusarium,

antagonism, Trichoderma asperellum, T. koningiopsis
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Palabras clave: Saccharum officinarum, control biolégico, Fusa-

rium, antagonismo, Trichoderma asperellum, T. koningiopsis.
INTRODUCCION

a cafa de azdcar (Saccharum officinarum) es

uno de los cultivos agroindustriales impor-

tantes en regiones tropicales y México ocupa
el sexto lugar de produccién mundial. La superficie
de siembra durante la zafra 2017-2018 fue 785 088
ha con una produccién de azdcar de 6 318 424 Mg
(CONADESUCA 2018). Las enfermedades causa-
das por hongos, bacterias, virus y nematodos afec-
tan el crecimiento vegetal y rendimiento del cultivo
(Snyman ez al., 2011). Dentro del grupo de los hon-
gos, géneros como Aspergillus, Rhizopus, Penicillium,
Curvularia 'y Fusarium se han aislado de suelos culti-
vados con cafna de azicar (El-Amin y Saadabi, 2007).
Diversas especies del género Fusarium estdn asociadas
a las enfermedades de marchitez en cana de azdcar.
En la India se ha identificado a Fusarium moniliforme
(Gawade er al., 2012) y a F sacchari como agentes
causales de la marchitez (Viswanathan er a/., 2012).

La presencia de un complejo de especies de Fusa-
rium se ha identificado en cultivos de cana del esta-
do de Morelos, México, las cuales pueden provocar
pérdidas en produccién hasta de 50%. Rebollar ez a/.
(2012) mencionaron para Morelos y Michoacdn las
especies F sacchari, E subglutinans, F veticilloides, F
andiyazi, F kyuyensi 'y E brachigybbosum asociadas a
marchitez. Martinez-Ferndndez ez al. (2014) registra-
ron a F verticillioides, F proliferatum, E oxysporum, F
equiseti, F, sacchari, E andiyazi, F nygamai'y F solani
en raices necrdticas de cafa de aziicar.

La aplicacién de fungicidas como el tiofanato me-
tilico, carbendazim, oxicloruro de cobre y mancozeb,
es el método mds utilizado para el control de estos
fitopatdgenos (Vishwakarma ez al., 2013) por efec-
tividad y rapidez debidas a toxicidad, caracteristica
que también afecta a los organismos benéficos y el
ambiente. De modo que la bisqueda de alternativas
para el control de fitopatégenos es necesaria. Dentro
del control biolégico, el uso de organismos antagé-
nicos hacia diferentes fitopatégenos es un método
comun y destacan los hongos del género Trichoderma
que poseen tres mecanismos de accién: competencia
por espacio o nutrientes, antibiosis (produccién de
metabolitos secundarios) y micoparasitismo (Saba
et al., 2012). Ademds, pueden colonizar raices,
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INTRODUCTION

ugarcane (Saccharm officinarum) is one of the

important agro-industrial crops in tropical

regions, and Mexico occupies sixth place in
world production. The sown surface during the
2017-2018 harvest was 785 088 ha with a sugar
production of 6 318 424 Mg (CONADESUCA
2018). The diseases caused by fungi, bacteria, virus
and nematodes affect the plant growth and yield of
the crop (Snyman ez al.,, 2011). Within the group
of fungi, genera such as Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium, Curvularia and Fusarium have been
isolated from soils cultivated with sugarcane (El-Amin
and Saadabi, 2007). Diverse species of the genus
Fusarium are associated with the wilting diseases in
sugarcane. In India, Fusarium moniliforme (Gawade
et al., 2012) and F sacchari have been identified as
causal agents of wilting (Viswanathan ez al., 2012).

The presence of a complex of species of Fusarium
has been identified in sugarcane crops in the state
of Morelos, Mexico, which can cause losses in
production by as much as 50%. Rebollar ez a/. (2012)
mentioned for Morelos and Michoacan the species £
sacchari, F subglutinans, E veticillioides, F andiyazi,
E kyuyensi and E brachigybbosum associated with
wilting. Martinez-Ferndndez ez al. (2014) registered
E verticilloides, E  proliferatum, E oxysporum, E
equiseti, F sacchari, E andiyazi, F nygamai and E
solani in necrotic roots of sugarcane.

The application of fungicides, such as thiophanate-
methyl, carbendazim, copper oxychloride and
mancozeb, is the method most widely used for the
control of these phytopathogens (Vishwakarma ez
al., 2013) because of their effectiveness and speed
due to toxicity, a characteristic which also affects
the beneficial organisms and the environment.
Therefore, the search for alternatives for the control
of phytopathogens is necessary. Within biological
control, the use of antagonistic organisms to
different phytopathogens is a common method, and
the fungal genus Zrichoderma is predominant. These
fungi possess three action mechanisms: competition
for space or nutrients, antibiosis (production of
secondary metabolites) and mycoparasitism (Saba
et al., 2012). Furthermore, they can colonize roots,
stimulate root growth, induce tolerance to stress, act
as bio fertilizers, induce plant protection, stimulate

germination, and bioremediation (Hermosa er /.,
2012; Saba et al., 2012).
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estimulan el crecimiento del sistema radical, confie-
ren tolerancia al estrés, actiian como biofertilizantes,
inducen proteccién de las plantas, estimulan la ger-
minacién y biorremediacién (Hermosa ez al., 2012;
Saba et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro y
en plantas de cafa de aztcar la capacidad antagéni-
ca de Trichoderma hacia los patégenos F andiyazi y
E sacchari. La hipétesis fue que al menos una cepa
de Trichoderma inhibe el crecimiento de Fusarium
en condiciones 7z vitro y favorece el desarrollo de las
plantas de cana.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de suelo

La recoleccién de las muestras de suelo de la rizésfera de la
cafia de azticar se realiz6 en campos de los municipios de Aya-
la, Cuautla, Jojutla, Puente de Ixtla y Yautepec en el estado de
Morelos, México, segin la metodologia de EI-Amin y Saadabi
(2007).

Aislamiento de cepas de Trichoderma

Las 15 muestras de suelo recolectadas se procesaron por
medio del método de dilucién en placa (Khalili ez a/., 2012).
Los aislamientos se realizaron en medio de cultivo papa dextrosa
agar (PDA) (Bioxon™) adicionado con dcido l4ctico. Las colonias
seleccionadas fueron las que presentaron las caracteristicas mor-
folégicas de Trichoderma, como el tipo de crecimiento, forma y
color de las colonias, de las cuales se obtuvieron cultivos monos-
péricos por medio de punta de hifa y se almacenaron en silica gel
(Rodriguez y Gato, 2010).

Fitopatégenos

Las especies F andiyazi (cepa 51) y F sacchari (cepa 9) se
obtuvieron del almacén (cepario) de hongos fitopatégenos del
Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad
Auténoma del estado de Morelos. Estas especies se aislaron antes
de raices necréticas de cafia de aziicar del estado de Morelos y se

comprobé su patogenicidad (Martinez-Ferndndez ez al., 2014).
Antagonismo iz vitro
Los hongos evaluados se cultivaron de manera individual.

Las especies patdgenas crecieron en medio de cultivo PDA

(Bioxon™) y las cepas de Trichoderma en medio extracto de malta

The objective of this study was to evaluate i vitro
and in sugarcane plants the antagonistic capacity of
Trichoderma against the pathogens F andiyazi and F
sacchari. The hypothesis was that at least one strain of
Trichoderma inhibits the growth of Fusarium under
in vitro conditions and favors the development of
sugarcane plants.

MATERIALS AND METHODS

Soil samples

The collection of the soil samples of the rhizosphere of the
sugarcane was carried out in fields of the municipalities of Ayala,
Cuautla, Jojutla, Puente de Ixtla and Yautepec in the state of
Morelos, Mexico, according to the methodology of El-Amin and
Saadabi (2007).

Isolation of strains of Tiichoderma

The 15 soil samples collected were processed by the method
of plate dilution (Khalili ez @/, 2012). The isolations were made
in potato dextrose agar culture medium (PDA) (Bioxon™) added
with lactic acid. The colonies selected were those that presented
the morphological characteristics of Trichoderma, such as type of
growth, form and color of the colonies, from which monosporic
colonies were obtained by means of a hyphae point, and were

stored in silica gel (Rodriguez and Gato, 2010).
Phytopathogens

The species F andiyazi (strain 51) and F sacchari (strain 9)
were obtained from the strain culture storage unit (ceparium)
of phytopathogenic fungi of the Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB) (UAM, Biological Research Center, Mexico)
under Universidad Auténoma de Morelos. These species were
previously isolated from necrotic roots of sugarcane from
the state of Morelos, and their pathogenicity was confirmed
(Martinez-Ferndndez et al., 2014).

Antagonism in vitro

The fungi evaluated were cultivated individually. The
pathogenic species were grown in PDA culture medium
(Bioxon™) and the strains of Trichoderma in malt extract agar
(EMA) (Merck™) medium during 7 d. For the quantitative
evaluation, the dual culture technique (Dolatadabi ez al., 2012)
was used with some modifications. Discs of mycelia of 7 mm

were sliced separately from each species of Fusarium and placed
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agar (EMA) (Merck™) durante 7 d. Para la evaluacién cuantita-
tiva se utilizé la técnica de cultivo dual (Dolatadabi ez /., 2012)
con algunas modificaciones, se cortaron discos de micelio de
7 mm de didmetro de cada especie de Fusarium por separado y
se colocaron en un extremo de la caja Petri con medio de cultivo
PDA. Transcurridas 48 h se colocaron discos de micelio de 7 mm
de Trichoderma en el extremo opuesto de la caja Petri. El disefio
experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones
por tratamiento, cada repeticién contenfa una confrontacién.
Cada 24 h se tomd lectura del crecimiento de los micelios. El
porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC) de Trichoderma

hacia las especies de Fusarium se calculé por medio de la férmula:
PIC= A-B/A*100

donde A: crecimiento radial de Fusarium spp. como testigo; B:

crecimiento radial de Fusarium spp. junto con Trichoderma spp.

La evaluacién cualitativa se realizé a los 13 d y se evalué el
grado de antagonismo de acuerdo con la clasificacién propuesta
por Bell ez al. (1982): grado 1, Trichoderma cubre completamen-
te la superficie del medio y crece sobre el fitopatégeno; 2, Tricho-
derma ocupa al menos el 75% de la superficie del medio y limita
el crecimiento del fitopatégeno; 3, Trichodermay el fitopatégeno
colonizan cada uno el 50% de la superficie del medio; 4, el fito-
patégeno coloniza el 75% de la superficie del medio y limita el
crecimiento de Trichoderma; 5, el fitopatégeno ocupa completa-
mente la superficie del medio y crece sobre Trichoderma.

Los datos se analizaron por medio de ANDEVA vy las medias
se compararon con la prueba de Tukey (p=<0.05), con el progra-

ma Statistica ver. 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Identificacién morfolégica y molecular de Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma T2 y T8 que presentaron las ca-
racteristicas de antagonismo mejores hacia Fusarium spp. se
identificaron morfoldgicamente con base en sus caracteristicas
macroscdpicas y microscdpicas (Samuels ez al., 1999; Samuels ez
al., 20006). Para la identificacién molecular de las cepas de Zricho-
derma se realizé la extraccién y purificacién del ADN. Por medio
de la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),
se amplificé un fragmento de 200 pb que comprende el quinto y
parte del sexto intron del gen que codifica para el factor de la tra-
duccidén 1 (zefI) con el uso de los oligonucleétidos zf1 fi: GTG
AGC GTG GTA TCA CCA y tefl rev: GCC ATC CTT GGA
GAC CAG C (Kullnig-Gradinger ez al., 2002), con el siguiente
programa de PCR: 95 °C 3 min, 37 ciclosa 95 °C 40's; 57 °C 50 s
y 72°C 30 s; 1 ciclo final a 72 °C 5 min. El producto de PCR se

separd por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%,
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at one end of the Petri dish with PDA culture medium. After
48 h, discs of mycelia of 7 mm of Trichoderma were placed at
the opposite end of the Petri dish. The experimental design was
completely randomized with four replicates per treatment; each
replicate contained a confrontation. A record of mycelial growth
was taken every 24 h. The percentage of growth inhibition (PIC)
of Trichoderma to the species of Fusarium was calculated with the

following formula:
PIC = A-B/A*100

where A: radial growth of Fusarium spp. as control; B: radial

growth of Fusarium spp. together with Trichoderma spp.

The qualitative evaluation was made at 13 d and the degree
of antagonism was evaluated according to the classification
proposed by Bell et al (1982): degree 1, Trichoderma
completely covers the surface of the medium and grows over
the phytopathogen; 2, Trichoderma occupies at least 75% of the
surface of the medium and limits the growth of the pathogen; 3,
Trichoderma and the phytopathogen each colonize 50% of the
surface of the medium; 4, the phytopathogen colonizes 75% of
the surface of the medium and limits the growth of Trichoderma;
5, the phytopathogen completely occupies the surface of the
medium and grows over Trichoderma.

Data were analyzed by ANOVA and the means were
compared with the Tukey test (p<0.05), with the program
Statistica ver. 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Morphological and molecular identification
of Trichoderma spp.

T2 and T8 strains of Trichoderma which presented
the best antagonistic characteristics to Fusarium spp. were
morphologically identified based on their macroscopic and
microscopic features (Samuels ez @/, 2006). For the molecular
identification of strains of 7richoderma, extraction and
purification of the DNA was performed. Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique was used to amplify a fragment of
200 pb which comprises the fifth and part of the sixth introns of
the gene that codifie for the factor of translation 1 (z¢f1) using
the oligonucleotides zf1 fw: GTG ACG GTG GTA TCA CCA
and zefl rev: GCC ATC CTT GGA GAC CAG C (Kullnig-
Gradinger ez al., 2002), with the following PCR program:
95 °C 3 min, 37 cycles at 95 °C 40 s; 57 °C 50 s and 72 °C 30 s;
1 final cycle at 72 °C 5 min. The product of PCR was separated
by electrophoresis in an agarose gel at 1.5%, and afterwards was
purified with the kit QIAEX II, Qiagen Agarose Gel Extraction.
The purified products of PCR were quantified and sent to the
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y después se purificé con el kit QIAEX IT Agarose Gel Extraction
de Qiagen. Los productos purificados de PCR se cuantificaron
y se enviaron a la Unidad de Secuenciacién de DNA del Ins-
tituto de Biotecnologia de la UNAM. Las secuencias del frag-
mento correspondiente al gen z¢fI (200 pb) se compararon con
secuencias disponibles en la base de datos del NCBI (acrénimo
inglés del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica de los
EEUU), con el uso de la herramienta informdtica BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool).

Evaluacién de Trichoderma spp. en plantas

de cafa de aziicar.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la evaluacién in
vitro de Trichoderma spp., hacia E andiyazi'y E sacchari se selec-
cionaron las cepas T2 y T8 identificadas como 7 asperellum y
1. koningiopsis, respectivamente, para la evaluacién in vivo con
plantas de cana en maceta.

El indculo de los hongos fitopatégenos £ andiyazi y E sac-
chari, se obtuvo de colonias de 12 d de crecimiento en medio de
cultivo PDA. Suspensiones de conidios se prepararon, ajustadas
a 10° conidios mL".

El sustrato se recolecté de un suelo de una parcela de caha
de aziicar del municipio de Zacatepec, Morelos, y se esterilizd
en autoclave. El suelo esterilizado se mezcl6 con agrolita y peat
moss en una proporcién de 2:1:1. Con este sustrato se llenaron
macetas de 2 L al 80% de su capacidad.

Los tratamientos de la evaluacion iz vivo de Trichoderma spp.
en las plantas de cafa de aztcar fueron los siguientes: T1, Tricho-
derma asperellum; T2, Trichoderma koningiopsis; T3, Trichoder-
ma asperellum — Fusarium andiyazi; T4, Trichoderma asperellum
— Fusarium sacchari; TS5, Trichoderma koningiopsis - Fusarium
andiyazi; T6, Trichoderma koningiopsis — Fusarium sacchari; T7,
Fusarium andiyazi; T8, Fusarium sacchari; T9, Testigo.

El sustrato de los tratamientos T3, T5 y T7 se inoculé con
100 mL de la suspensién de conidios de £ andiyazi. Para los
tratamientos T4, T6 y T8 el sustrato de las macetas se inoculd
con 100 mL de la suspensién de conidios de £ sacchari. En estos
tratamientos la suspensién de conidios se combiné con el sustra-
to para producir una mezcla homogénea.

Las plantas de cafia de azicar sanas, obtenidas de cultivo de
tejidos, se inocularon en las raices con 20 mL de la suspension de
conidios de 7 asperellum en los tratamientos T1, T3 y T4 y con
1 koningiopsis en los tratamientos T2, T'5 y T6. El tratamiento 9
fue el testigo absoluto, y no se aplicé Fusarium spp. alos sustratos
ni Trichoderma a las plantas.

Las macetas con las plantas de cafa se distribuyeron en un
terreno en el municipio de Zacatepec, Morelos, en un disefio

de bloque al azar, con tres bloques y tres repeticiones para cada

DNA Sequencing Unit of Instituto de Biotecnologia, UNAM.
The sequences of the fragment corresponding to the gene refl
(~200 pb) were compared with sequences available in the data

base of the National Center for Biotechnology Information

(NCBI), using BLAST tool (Basic Local Alignment Search Tool).
Evaluation of Tiichoderma spp. in sugarcane plants

According to the results obtained in the evaluation in vitro
of Trichoderma spp. against F andiyazi and E sacchari, the strains
T2 and T8 were sclected, identified as 7. asperellum and T
koningiopsis, respectively, for the in vivo evaluation with potted
sugarcane plants.

The inoculum of the phytopathogenic fungi F andiyazi and
F sacchari was obtained from colonies of 12 d growth in PDA
culture medium. Suspensions of conidia were prepared, adjusted
to 10° conidia mL™!.

The substrate was collected from the soil of a sugarcane plot
of the municipality of Zacatepec, Morelos, and was sterilized in
an autoclave. The sterilized soil was mixed with perlite and peat
moss in a proportion of 2:1:1. This substrate was used to fill 2 L
pots at 80% of capacity.

‘The in vivo evaluation treatments of T7ichoderma spp. in the
sugarcane plants were as follows: T1, Trichoderma asperellum; T2,
Trichoderma koningiopsis; 13, Trichoderma asperellum — Fusarium
andiyazi; T4, Trichoderma asperellum — Fusarium sacchari; TS,
Trichoderma koningiopsis — Fusarium andiyazi; T6, Trichoderma
koningiopsis — Fusarium sacchari; T7, Fusarium andiyazi; T8,
Fusarium sacchari; T9, Control.

The substrate of treatments T3, T5 and T7 was inoculated
with 100 mL of the suspension of conidia of F andiyazi. For
treatments T4, T6 and T8 the substrate of the pots was inoculated
with 100 mL of the suspension of conidia of % sacchari. In these
treatments, the suspension of conidia was combined with the
substrate to produce a homogenous mixture.

The healthy sugarcane plants, obtained from tissue culture,
were inoculated in the roots with 20 mL of suspension of
conidia of 7. asperellum in treatments T'1, T3 and T4 and with
1. koningiopsis in treatments T2, T5 and T6. Treatment 9 was
the absolute control; thus, Fusarium spp. was not added to the
substrates nor Trichoderma was applied to the plants.

Pots with the sugarcane plants were distributed in a plot
in the municipality of Zacatepec, Morelos, in a randomized
block design, with three blocks and three replicates for each
treatment, giving a total of 81 plants evaluated. Plants were
removed from the pots and the roots were washed with running
water, three months after the inoculation. Variables evaluated
were: plant height (cm), fresh and dry root biomass (g), number

and diameter of stems (mm) and root length (cm). Data were
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tratamiento, dando un total de 81 plantas evaluadas. Tres me-
ses después de la inoculacién las plantas se removieron de las
macetas y las raices se lavaron con agua corriente. Las variables
evaluadas fueron: la altura de la planta (cm), biomasa hiimeda y
seca de la raiz (g), nimero y didmetro de tallos (mm) y longitud
de la rafz (cm). Los datos se analizaron por medio de ANDEVA y
las medias se compararon con la prueba de Tukey (p=0.05), con

el programa Statistica ver. 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e identificaciéon de Trichoderma

De las muestras de suelo se aislaron 18 cepas con
las caracteristicas tipicas del género Trichoderma,
como crecimiento rdpido en medio de cultivo y de-
sarrollo de conidios con coloracién verde-amarilla,
de acuerdo con Chaverri et al. (2015). Trichoderma
es un género identificado por su morfologia micros-
copica y las caracteristicas que lo distinguen son la
forma y el tamafio de los conidios fidlides y conidi4-
foros. En este estudio la colonia de la cepa T2 después
de 7 d de crecimiento presenté un didmetro de 8 29 cm,
formé de 2 a 3 anillos concéntricos, mostré produc-
cién densa de conidios, conidiéforos ramificados,
fidlides ampuliformes, conidios globosos ligeramen-
te ovalados con pigmentacién verde amarilla, lo cual
permiti6 identificarla como 77 asperellum (Samuels
et al., 1999). La colonia de la cepa T8 a los 7 d de
crecimiento present6 didmetro de 9 ¢cm, formé de 2
a 3 anillos concéntricos, con conidiéforos escasamen-
te ramificados, fidlides cortas y lageniformes, mostré
produccién densa de conidios elipsoidales en colo-
racién verde-amarillo, lo cual permitié identificarla
como 1 koningiopsis (Samuels ez al., 2006).

La identidad de las cepas se confirmé por medio
de la amplificaciéon y secuenciacién de una regién
de 200 pb del gen refl (Kullning-Gradinger ez al.,
2002). La secuencia de la cepa T2 mostr6 una iden-
tidad del 100% con Trichoderma asperellum strain
TRS 746 (ntmero de acceso: KP008926), mientras
que la identidad de la cepa T8 fue 99% con Tricho-
derma koningiopsis GJS04-199 (ntimero de acceso:
FJ463268).

Antagonismo in vitro
En las evaluaciones en cultivos duales se obser-

v6 el antagonismo de las 18 cepas de Trichoderma
evaluadas hacia £ sacchari y E andiyazi. El contacto
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analyzed using ANOVA and the means were compared with
the Tukey test (p=<0.05), with the program Statistic aver. 7.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTS AND DISCUSSION
Isolation and identification of Trichoderma

From the soil samples, 18 strains were isolated with
the typical characteristics of the genus Zrichoderma,
such as fast growth in culture medium and
development of conidia with green-yellow coloring,
according to Chaverri ez al. (2015). Trichoderma is a
genus identified by its microscopic morphology and
distinctive characteristics are the form and size of the
conidia, phialides and conidiophores. In this study,
the colony of T2 strain after 7 d of growth presented
a diameter of 8 to 9 cm, formed 2 to 3 concentric
rings, showed dense production of conidia, branched
conidiophores, ampulliform phialides, rounded
conidia that were slightly oval with greenish yellow
pigmentation, which permitted identification as 7
asperellum (Samuels et al., 1999). The colony of T8
strain at 7 d of growth presented a diameter of 9 c¢m,
formed 2 to 3 concentric rings, with scantly branched
conidia, short and lageniform phialides, showed
dense production of ellipsoidal conidia with green-
yellow coloring, which identified it as 7. koningiopsis
(Samuels et al., 2006).

Identity of the strains was confirmed by
amplification and sequencing of a region of 200 pb
of the gen rzefl (Kullning-Gradinger ez al., 2002).
The sequence of the T2 strain showed an identity of
100% with Trichoderma asperellum strain TRS 746
(access number: KP008926), while the identity of
T8 strain was 99% with Trichoderma koningiopsis
GJS04-199 (access number: FJ463268).

Antagonism in vitro

In the evaluations in dual cultures the antagonism
was observed of the 18 strains of Trichodermaevaluated
against F sacchari and FE andiyazi. The contact
between the evaluated colonies of Trichoderma and E
andiyazi occurred at 48 h and with F sacchari at 72
h. In that area in which the mycelia made contact,
a beige strip was formed, which indicates a possible
incompatibility between them. Our results agree
with those of Thangavelu ez a/. (2004), who found

and evaluated change in coloration. Contact zone
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entre las colonias de 7richoderma evaluadas y F an-
diyazi ocurrié a las 48 h'y con FE sacchari a las 72 h.
En el 4rea en la cual los micelios hicieron contacto se
formé una franja color beige, lo que indica la posibi-
lidad de incompatibilidad entre ellos. Estos resulta-
dos concuerdan con los de Thangavelu ez al. (2004)
quienes hallaron y evaluaron este cambio en la colo-
racién. Esta zona de contacto indica claramente la
secrecién de metabolitos tanto de Fusarium como de
Trichoderma, los cuales se producen en respuesta al
contacto (Sharma, 2011). Zrichoderma tiene la capa-
cidad de producir metabolitos voldtiles y no voldti-
les (Patil er /., 2012) asi como enzimas hidroliticas
extracelulares y metabolitos antifingicos secundarios
que actian sinérgicamente en la inhibicién del creci-
miento fangico (Naglot ez a/., 2015).

Las cepas de Trichoderma indujeron un PIC va-
riable hacia cada patégeno evaluado. El andlisis es-
tadistico mostré que el crecimiento in vitro de F
sacchari disminuyé (p<0.05) de 44.37% a 32.5%
en la evaluacién con las cepas de Trichoderma spp.

(Cuadro 1). La cepa de Trichoderma T2 indujo la

clearly indicates the secretion of metabolites from
both Fusarium and Trichoderma, which are produced
in response to contact (Sharma, 2011). Trichoderma
has the capacity of producing volatile and nonvolatile
metabolites (Patil ez al, 2012), as well as extracellular
hydrolytic enzymes and secondary antifungal
metabolites, with synergic action on the inhibition
of fungal growth (Naglot ez al., 2015).

The strains of Trichoderma induced a variable
percentage of growth inhibition (PIC) against each
pathogen evaluated. The statistical analysis showed
that the in vitro growth of F sacchari decreased
(p=<0.05) from 44.3 to 32.5% in the evaluation with
the strains of 7richoderma spp. (Table 1). The T2
strain of Trichoderma induced the highest inhibition
(44.37%) of growth, followed by the T4, T8 and
T11 strains with 40.65% inhibition. Furthermore,
the growth in vitro of E andiyazi decreased (p=0.05)
from 48.75 to 39.37%. In this case, the T8 strain
of Trichoderma induced the highest inhibition
(48.75%) of growth, followed by the T2 strain with
46.26%. The T6 strain induced the lowest PIC to the
two species of Fusarium evaluated (Table 1).

Cuadro 1. Inhibicién del crecimiento (%) y sobrecrecimiento (%) de Tiichoderma spp. hacia

E sacchariy E andiyazi.
Table 1. Inhibition of growth (%) and overgrowth (%) of Trichoderma spp. against F. sacchari
and F. andiyazi.
Tratamiento  PIC en Fusarium PIC en Fusarium  Sobrecrecimiento Sobrecrecimiento
(cepa) sacchari andiyazi en F sacchari en F andiyazi
T1 38.12 bed 43.12 bed 100 ¢ 75.0b
T2 4437 d 46.26 cd 75.0b 68.75 b
T3 40.0 cd 41.25 bc 100 ¢ 93.75b
T4 40.62 cd 45.0 bed 75.0b 68.75 b
Ts5 35.62b 41.87 be 68.75b 75.0 b
T6 32.5b 39.37 b 75.0 b 75.0b
T7 37.5 be 43.12 bed 100 ¢ 87.5b
T8 40.62 cd 48.75d 100 ¢ 81.25b
T9 40.0 cd 45.0 bed 100 ¢ 68.75b
T10 36.87 bc 40.62 bc 56.25 b 81.25b
T11 40.62 cd 43.75 bed 75.0b 68.75 b
T12 35.62b 43.12 bed 75.0b 50.0 b
T13 39.37 cd 42.50 be 75.0b 87.5b
T14 37.5 bc 43.12 bed 100 ¢ 87.5b
T15 38.75 bed 40.0 b 75.0b 75.0b
T16 38.12 bed 40.0 b 75.0b 87.5b
T17 38.75 bed 41.87 be 75.0b 75.0 b
T18 38.12 bed 43.75bcd 56.25 b 62.5b
19 (testigo) 0a 0a 0a 0a

Valores con letras diferentes indica diferencia estadistica (p=<0.05). «# Values with different letters

indicate statistical difference (p=<0.05).
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mayor inhibicién (44.37%) del crecimiento, seguida
de las cepas T4, T8 y T11 con 40.65% de inhibicién;
ademds, el crecimiento in vitro de F andiyazi dismi-
nuyé (p=<0.05) de 48.75% a 39.37%. En este caso la
cepa de Trichoderma T8 indujo la mayor inhibicién
(48.75%) de crecimiento, seguida de la cepa T2 con
46.26%. La cepa T6 indujo el menor PIC hacia las
dos especies de Fusarium evaluadas (Cuadro 1).

Los resultados fueron superiores a lo documenta-
do por Gawade ez al. (2012) acerca del antagonismo
de algunas especies de Trichoderma hacia el género
Fusarium, pero resultaron menores a los observados
por Naglot ez al. (2015) con valores de PIC desde
60 a 75%. Es notable que Trichoderma puede mos-
trar una variabilidad en la induccién de PIC hacia
los diferentes grupos de patégenos, por lo cual es ne-
cesario una seleccién especifica para cada patégeno
(Fernandes ez al., 2013) y pese a que los niveles de
PIC son menores a lo informado en otros estudios,
los aislamientos mostraron eficacia variable sobre las
dos especies patégenas.

El grado de antagonismo de las 18 cepas de 77i-
choderma fue diferente (p=<0.05) hacia las dos espe-
cies de Fusarium. Las cepas T1,T3,T7, T8, T9yT14
superaron en 100% el crecimiento sobre £ sacchariy
las cepas T2, T4, T6, T11, T12, T13, T15, T16 y
T17 en 75% (Cuadro 1). Por tanto, de acuerdo con
Bell ez al. (1982), se les clasifica dentro de los grados
de antagonismo 1 y 2, respectivamente. La cepa T3
super6 en 93.75% el crecimiento sobre F andiyazi 'y
las cepas T7,T13,T14 y T16 en 87.5%, y estas cepas
se catalogan dentro del grado 1 de antagonismo; las
cepas T8 y T10 crecieron 81.25% sobre Fusarium y
las cepas T1, T5, T6, T15 y T16 75%, con un anta-
gonismo grado 2.

Estos resultados concuerdan con lo citado por
Fernandes ez al. (2013), quienes indicaron que 77i-
choderma puede superar en crecimiento en 50-100%
a diversos hongos fitopatégenos. El crecimiento de
las cepas de Trichoderma sobre las especies de Fusa-
rium registrado en nuestro estudio, pudo ser favore-
cido por la produccién de diversas enzimas que de-
gradan a la pared celular, lo cual les permitié infectar
las hifas de los patgenos (Schickler y Chet, 1997).
Naglot er al. (2015) indicaron que 7 viride secreta
1, 3, B glucanasa, pectinasas, proteasas, amilasas y
quitinasas. Ademds, Michel-Aceves ez al. (2005) do-
cumentaron la produccién de quitinasas y glucanasas
por T. harzianum 'y T. koningii cuando se enfrentan
con F subglutinansy F oxysporum.
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The results were superior to those reported by
Gawade er al. (2012) of the antagonism of some
species of Trichoderma to the genera Fusarium, but
resulted lower than those observed by Naglot ez al.
(2015) with values of PIC from 60 to 75%. It is
notable that 7richoderma can show a variability in
the induction of PIC toward the different groups of
pathogens, therefore it is necessary to have a specific
selection for each pathogen (Fernandes ez al., 2013).
Despite our observed levels of PIC were lower than
those reported in other studies, these isolates showed
variable efficacy over two species of pathogens.

The degree of antagonism of the 18 strains of
Trichoderma was different (p=<0.05) toward the two
species of Fusarium. Strains T1, T3, T7, T8, T9 and
T14 surpassed by 100% the growth over £ sacchari,
and strains T2, T4, T6, T11, T12, T13, T15, T16
and T17 were higher by 75% (Table 1). Therefore,
according to Bell ez al. (1982), they are classified as
degree of antagonism 1 and 2, respectively. T3 strain
growth surpassed by 93.75% over F andiyazi, and
the strains T7, T13, T14 and T16, by 87.5%, these
strains are catalogued within degree 1 of antagonism.
Strains T8 and T10 grew 81.25% over Fusarium
and strains T'1, TS5, T6, T15 and T16, 75%, with an
antagonism degree of 2.

These results concur with those cited by
Fernandes et al (2013), who indicated that
Trichoderma can surpass in growth by 50-100%
diverse phytopathogenic fungi. The registered
growth of the strains of Zrichoderma over the species
of Fusarium in our study may have been favored
by the production of diverse enzymes that degrade
the cell wall, which would allow them to infect the
hyphae of the pathogens (Schickler and Chet, 1997).
Naglot ez al. (2015) indicated that 7 viride secretes
1, 3, B glucanase, pectinases, proteases, amylases
and chitinases. In addition, Michel-Aceves et al.
(2005) documented the production of chitinases and
glucanases by 7. harzianum and T. koningii when
confronted F subglutinans and F oxysporum.

Biocontrol of E andiyazi and F. sacchari with
Trichoderma spp. in sugarcane plants

Sugarcane plants inoculated with the pathogens
developed first visible symptoms at 15 d. Plants
inoculated only with F andiyazi (17) and E
sacchari (T8) developed symptoms of wilting, scant
development, flaccidity, curling, chlorosis and
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Biocontrol de F. andiyaziy F. sacchari con Tri-
chochoderma spp. en plantas de cafia de aziicar

Las plantas de cana de aziicar inoculadas con los
patégenos desarrollaron los primeros sintomas visi-
bles a los 15 d. Las plantas inoculadas solo con ¥
andiyazi (T7) y E sacchari (T8) desarrollaron sinto-
mas de marchitez, poco desarrollo, flacidez, enrolla-
miento, clorosis y malformacién en algunos tallos.
Asimismo, a 15 d después de la inoculacién con los
tratamientos 3, 6, 7 y 8 se indujo la necrosis de los
tejidos de las raices. Viswanathan ez a/. (2012) encon-
traron que el desarrollo de una sintomatologfa simi-
lar cuando se inoculan plantas de cafa de azdcar con
F. sacchari. Con respecto al efecto de los tratamientos
en el nimero y didmetro de los tallos no hubo dife-
rencias estadisticas. La altura fue diferente entre los
tratamientos (p=<0.05); la altura mayor se obtuvo en
las plantas inoculadas con las especies de Trichoder-
ma, y la menor en las plantas inoculadas solo con £
andiyazi (T7).

En la longitud de las raices, asi como en la bio-
masa himeda y seca de las mismas, las plantas pre-
sentaron diferencias (p=<0.05) entre los tratamientos
(Cuadro 2). En aquellas inoculadas con las especies
de Trichoderma (T1 y T2) presentaron una longitud
mayor de las raices en comparacién con las plantas
inoculadas solo con las especies de Fusarium, y la

malformation in some stems. Similarly, at 15 d after
the inoculation with treatments 3, 6, 7 and 8, necrosis
of root tissue was induced. Viswanathan et 2/ (2012)
found the development of a similar symptomology
when sugarcane plants were inoculated with £
sacchari. Regarding the effect of treatments on
number and diameter of stems, there were no
statistical differences. The height was different
among the treatments (p=<0.05); the greatest height
was obtained in plants inoculated with Zrichoderma
species, and the lowest in those inoculated with only
E andiyazi (T7).

In the length of the roots, as well as in fresh and dry
root biomass, plants presented differences (p=<0.05)
among treatments (Table 2). In those inoculated
with the species of Trichoderma (T1 and T2), plants
showed a greater length in the roots compared with
those inoculated with species of Fusarium, and the
length was shorter in the plants inoculated with £
andiyazi. Fresh and dry biomass of the roots was
greater in the plants inoculated with 7. koningiopsis
(T2 and T5). In contrast, plants with lower fresh and
dry biomass in roots were those inoculated only with
E andiyazi (T7).

In the plants of treatments 3, 4, 5 and 6,
inoculated with Zrichoderma spp. and Fusarium spp.,
the effect of the antagonists was evident, inducing the
highest values in the evaluated variables compared

Cuadro 2. Efecto de la inoculacién de Trichoderma asperellum 'y T. koningiopsis en las variables de crecimiento de cafia de

azucar.

Table 2. Effect of inoculation of Trichoderma asperellum and T. koningiopsis in the growth variables of sugarcane.

Tratamiento

Numero de  Didmetro de  Altura de tallos  Longitud de  Biomasa himeda  Biomasa seca

tallos tallos (cm) (cm) raices (cm) raices (g) raices (g)
1 Trichoderma asperellum 6.0a 0.89 a 22.96 ab 62.43 a 19.83 ab 5.0 ab
2 Trichoderma koningiopsis 5.6a 0.86a 21.3 ab 54.46 ab 26.48 ab 6.36a
3 Trichoderma asperellum- ¢ ) | 0.85a 18.4 ab 50.43 ab 23.96 ab 5.33 ab
Fusarium andiyazi
Trichoderma asperellum-
4 . . 5.6a 0.63 a 14.23 ab 33.93 ab 19.40 ab 4.36 ab
Fusarium sacchari
5 [Trichoderma koningiopss- 4 ¢ 1.02 a 27.86a 43.73 ab 27.16a 5.70 ab
Fusarium andiyazi
G Trichoderma koningiopsis- 5\ | 0.93a 17.73 ab 50.16 ab 18.33 ab 4.16 b
Fusarium sacchari
7 Fusarium andiyazi 2.67a 0.43 a 9.73 b 25.73b 9.86 b 2.0b
8  Fusarium sacchari 4.33 a 0.74 a 19.73 ab 38.96 ab 20.23 ab 4.20 ab
9 Testigo 4.0a 1.0a 16.16ab 55.66 ab 16.16 ab 2.20b

Valores con letras diferentes indican diferencia estadistica (p=<0.05). < Values with different letters indicate statistical difference

(p=0.05).

GAMBOA-VILLA et al.
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longitud fue menor en las plantas inoculadas con £
andiyazi. La biomasa himeda y seca de las raices fue
mayor en las plantas inoculadas con 7. koningiopsis
(T2 y T5). En contraste, las plantas con biomasa hd-
meda y seca menores en raices fueron las inoculadas
solo con F andiyazi (17).

En las plantas de los tratamientos 3, 4, 5 y 6,
inoculadas con Trichoderma spp. y Fusarium spp.
fue evidente el efecto de los antagonistas que indu-
jeron los valores mds altos en las variables evaluadas
en comparacion con los tratamientos en donde solo
se aplicaron los patégenos. En el tratamiento 3 (77
asperellum - F. andiyazi) las plantas mostraron un de-
sarrollo mayor en las variables evaluadas que las del
tratamiento 7 inoculadas solo con £ andiyazi. En la
interaccion con F sacchari (T4) solo indujeron va-
lores mds altos en niimero de tallos y biomasa seca
de las raices. En el tratamiento 5 (7. koningiopsis —
F andiyazi) los valores de las variables evaluadas en
las plantas fueron superiores en comparacién con las
inoculadas solo con el patégeno £ andiyazi (T7) y
se obtuvieron diferencias significativas en altura de
los tallos, longitud de raices, biomasa hiimeda y seca
de las raices. Estos datos indican la participacién de
1. koningiopsis en limitar la infeccién de £ andiyazi
en las raices de estas plantas. En la interaccién de 77
koningiopsis con F sacchari solo se presentaron valores
altos en nimero y didmetro de tallos y longitud de
raices.

En relacién con la aplicacién de Trichoderma en
plantas, algunas cepas ejercen un efecto benéfico al
interactuar directamente con las raices, e incremen-
tan el crecimiento de las plantas y resistencia a en-
fermedades (Hermosa ez al., 2012). La aplicacién de
1. asperellum aumenta la longitud del tallo y la raiz
de las plantas de jitomate y reduce la incidencia de
la marchitez ocasionada por £ oxysporum f. sp. lyco-
persici (Patel y Saraf, 2017). Trichoderma koningiopsis
influye en la disminucién de la pudricién basal de
la cebolla causada por E oxysporum (Sinchez et al.,
2015), en la reduccién de la fusariosis o pudricién
del fruto de la pina, causada por F guttiforme en cul-
tivos de Brasil (Trocoli et al., 2017). Ademds, esta
especie induce la respuesta de defensa sistémica con-
tra F oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en plantas de
tomate (Jaimes-Sudrez et al., 2009) y se han aislado
compuestos antimicrobianos conocidos como konin-

gioninas que tienen actividad contra £ oxysporumy F
Sflocciferum (Hu et al., 2016).
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with treatments in which only the pathogens were
applied. In treatment 3 (7. asperellum — F andiyazi),
plants showed a greater development in the variables
evaluated than those of treatment 7 inoculated only
with £ andiyazi. In the interaction with £ sacchari
(T4), higher values were induced only in number of
stems and dry biomass of roots. In treatment 5 (7
koningiopsis — F andiyazi), values of the evaluated
variables in the plants were higher compared with
those inoculated only with the pathogen F andiyazi
(T7), and significant differences were obtained in
stem height, root length, and fresh and dry biomass
of the roots. These data indicate the participation of
1. koningiopsis in limiting the infection of £ andiyazi
in the roots of these plants. On the interaction of 7
koningiopsis with E sacchari, high values were found
only in number and diameter of stems and root
length.

Regarding application of Trichoderma in plants,
some strains exert a beneficial effect by interacting
directly with the roots, increasing the growth of
plants and resistance to diseases (Hermosa ez al.,
2012). The application of 7. asperellum increases the
length of stem and root in tomato plants and reduces
the incidence of wilting caused by F oxysporum f.
sp. lycopersici (Patel and Saraf, 2017). Trichoderma
koningiopsis influences decrease in basal rotting
of onion caused by F oxysporum (Sinchez er al.,
2015); also, in the reduction of fusarioris (rotting)
of pineapple fruit, caused by F gustiforme in crops
of Brazil (Trocoli et al, 2017). In addition, this
species induces the systemic defense response against
E oxysporum f. sp. radices-lycopersici in tomato
plants (Jaimes-Sudrez ez al., 2009), as antimicrobial
compounds known as koningionins, which have

activity against £ oxysporum and F flocciferum, were
isolated (Hu ez al., 2016).

CONCLUSIONS

The 18 isolates of Trichoderma analyzed in this
study showed differences in their antagonistic capacity
to Fusarium andiyazi and F sacchari. Two of the
strains, identified as 7" asperellum and 1. koningiopsis,
exhibited the best antagonistic characteristics under
in vitro conditions and in the sugarcane plants against
the root pathogens F andiyazi and E sacchari.

These two species of Trichoderma produced a
beneficial effect on the development of the sugarcane



BIOCONTROL DE Trichoderma spp. HACIA PATOGENOS DE LA RAIZ DE CANA DE AZUCAR (Saccharum officinarum)

CONCLUSIONES

Los 18 aislamientos de 7richoderma analizados
en este estudio mostraron diferencias en su capaci-
dad antagénica hacia Fusarium andiyaziy F sacchari.
Dos de las cepas, identificadas como 7. asperellum y
1! koningiopsis presentaron las mejores caracteristicas
antagdnicas en condiciones iz vitro y en las plantas
de cana de azdcar hacia los patégenos de la raiz £
andiyazi'y F sacchari.

Las dos especies de Trichoderma produjeron un
efecto benéfico en el desarrollo de las plantas de cana
de azicar, que se demostré el incremento en el ni-
mero de tallos, altura, didmetro de tallos, longitud
de raiz, biomasa hiimeda y seca de las raices. De esta
manera I7ichoderma asperellum y T. koningiopsis tie-
nen potencial como agentes de control biolégico de
patégenos de la raiz en cultivos de cafia de azicar.
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RESUMEN

Uno de los problemas que limitan el desarrollo de los vifiedos es
la clorosis de las plantas por la deficiencia de Fe, la cual es muy
frecuente en los suelos calizos. La aplicacién foliar de biofertili-
zantes con Fe puede incrementar el contenido de este elemento
en las hojas de las plantas de vid (Vitis vinifera L.) y reducir la clo-
rosis. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efec-
to de un fertilizante foliar, orgdnico, elaborado con extractos de
algas marinas (Algae (L.)), adicionado con Fe (6%) y Mn (3%),
en el contenido de Fe y clorofila de las hojas, tasa de fotosinte-
sis foliar y rendimiento de frutos de plantas de vid del cultivar
(cv.) Sauvigon Blanc. El disefio experimental fue completamente
al azar con cuatro tratamientos (sin aplicacion del biofertilizan-
te, con una, dos y tres aplicaciones) y cuatro repeticiones. Las
aplicaciones foliares iniciaron al final de la etapa vegetativa en
intervalos de 15 d. La comparacién de medias de tratamientos
se realizé con la prueba de Tukey (p=<0.05). Los resultados del
estudio mostraron que cada aplicacién del biofertilizante incre-
menté proporcionalmente el contenido de hierro de las hojas.
Dos aplicaciones aumentaron el contenido relativo de clorofila
y se necesitaron tres aplicaciones para incrementar la tasa de fo-
tosintesis foliar. El efecto de las aplicaciones del biofertilizante
en el contenido de Fe, contenido relativo de clorofila y la tasa de
fotosintesis foliar incrementaron el rendimiento de fruto del cv.

Sauvigon Blanc.

Palabras clave: vid, Vitis vinifera, cv. Sauvigon Blanc, clorofila,

clorosis férrica.
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ABSTRACT

One of the problems that restrict the development of the
vineyards is the chlorosis of the plants due to the deficiency of
Fe, which is very frequent in limy soils. Foliar application of
biofertilizers with Fe can increase the content of this element in
the leaves of vine plants (Vitis vinifera L.) and reduce chlorosis.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect
of a foliar, organic fertilizer, elaborated with seaweed extracts
(Algae (L.)), added with Fe (6%) and Mn (3%), on the Fe and
chlorophyll content of the leaves, rate of foliar photosynthesis
and fruit yield of Sauvignon Blanc cultivar variety (cv.) vine
plants. The experimental design was completely randomized
with four treatments (without application of the biofertilizer,
with one, two, three applications) and four replicates. Foliar
applications started at the end of the vegetative stage in intervals
of 15 d. The comparison of treatment means was made with
the Tukey test (p=<0.05). Results showed that each application
of the biofertilizer increased proportionally the iron content in
leaves. Two applications increased relative chlorophyll content,
and three applications were needed to increase the rate of foliar
photosynthesis. The effect of the biofertilizer applications on the
Fe content, relative chlorophyll content and the rate of foliar

photosynthesis increased the fruit yield of cv. Sauvignon Blanc.

Key words: vine, Vitis vinifera, Sauvignon Blanc cv., chlorophyll,

iron chlorosis.

INTRODUCTION

caweeds (Algae (L.)) photosynthetic
eukaryotic organisms with potential use in
animal and human food; they also
industrial applications (Dominguez, 2013), but are

are

have
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INTRODUCCION

as algas marinas (Algae (L.)) son organismos

eucariotas fotosintéticos con potencial de uso

en la alimentacién animal y humana y tienen
aplicaciones industriales (Dominguez, 2013), pero
se usan poco como fuentes de nutrimentos para las
plantas. Las algas se diferencian de las plantas supe-
riores porque carecen de tallos, hojas, raices y siste-
mas vasculares; se anclan a objetos sélidos, absorben
los nutrimentos directamente del agua, y elaboran
compuestos estructurales través de la fotosintesis.

Debido a su capacidad para absorber y concentrar
de modo selectivo sustancias inorgdnicas del mar, el
contenido de minerales de las algas marinas es mayor
que el de las plantas terrestres. Las algas tienen con-
tenidos altos de Mg, Ca, P, K'y Na (macronutrientes)
y, ademds, tienen I, Fe, Cu, Cd, Ni, Hgy Zn. Los ex-
tractos de algas marinas se pueden usar como suple-
mentos nutricionales o fertilizantes en la agricultura
y horticultura, y como biofertilizantes en extracto
liquido o granular (polvo) de aplicacién foliar o en el
suelo (Herndndez-Herrera et al., 2013).

Por su importancia econémica y cultural, el cul-
tivo de la vid (Vitis vinifera L.) es uno de los mds
antiguos del mundo. Debido a su consumo diversi-
ficado, la uva se caracteriza por su valor econémico
alto. Por ejemplo, el 31% de la produccién mundial
se destina al mercado en fresco, 67% para elaborar
vinos y otras bebidas alcohdlicas, y el 2% restante se
consume como fruta seca (OIV, 2012; FAO, 2013).

En México, la produccién de vid se concentra en
los estados de Baja California, Sonora, Aguascalien-
tes, Coahuila y Zacatecas, con 98.2% de la produc-
cién anual (El Economista, 2013), y Sonora con 7%
tiene la produccién mayor (Hidroponia, 2017). El
63% se consume en fresco, 24.4% para la elabora-
cién de vinos y jugos, y 12.6% se deshidrata (SA-
GARPA, 2017).

Entre las variedades viniferas se tiene al cv Sauvig-
non Blanc originaria de la regién de Burdeos, Fran-
cia, y se le considera después de la Chardonnay, la
variedad mds fina entre las cepas blancas de origen
francés. La planta es resistente al frio, de brotacién
temprana. El racimo es de tamano mediano y forma
cilindrica; las bayas son de tamafio mediano, forma
redonda y color amarillo dorado, produce vinos ele-
gantes, secos y dcidos; de color amarillo brillante con
matices verdes (BBvinos, 2017). Este cultivar presenta a
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little used as plant nutrient sources. Algae differ
from higher plants because they lack stems, leaves,
roots and vascular systems. They anchor themselves
to solid objects, absorb nutrients directly from the
water, and elaborate structural compounds through
photosynthesis.

Due to their ability to selectively absorb and
concentrate inorganic substances from the sea, the
mineral content of seaweed is higher than that of
terrestrial plants. Algae have a high content of Mg,
Ca, P, K and Na (macronutrients) and, in addition,
they have I, Fe, Cu, Cd, Ni, Hg and Zn. Seaweed
extracts can be used as nutritional supplements or
fertilizers in agriculture and horticulture, and as
biofertilizers in liquid or granular (powder) extract
for foliar or soil application (Herndndez-Herrera ez
al., 2013).

Due to economic and cultural importance, the
cultivation of the vine (Vitis vinifera L.) is one of the
oldest in the world. Due to diversified consumption,
grapes are characterized by a high economic value.
As an example, 31% of world production is destined
for the fresh market, 67% for making wine and
other alcoholic beverages, and the remaining 2% is
consumed as dried fruit (OIV, 2012; FAO, 2013).

In Mexico, vine production is concentrated in
the states of Baja California, Sonora, Aguascalientes,
Coahuila and Zacatecas, with 98.2% of annual
production (El Economista, 2013), and Sonora has
the highest production with 7% (Hidroponia, 2017).
Fresh consumption is reported at 63%, 24.4% for the
making of wines and juices, and 12.6% is dehydrated
(SAGARPA, 2017).

Among the wine varieties we have cv. Sauvignon
Blanc from Bordeaux, France, that is considered,
after the Chardonnay, the finest variety among the
white varieties of French origin. It is a cold-resistant
plant of early sprouting. The cluster is medium sized
and cylindrical shaped; berries are medium sized,
round and golden yellow in color, producing elegant,
dry and acid wines; bright yellow with green hues
(BBvinos, 2017). This cultivar is often deficient in
Mg, the need of this mineral along with P and N
are high during the first part of the vegetative cycle,
which favors a particular sensitivity to iron chlorosis
(Fernandez-Cano and Togores, 2011).

The most characteristic effect of Fe deficiency is
the inability of young leaves to synthesize chlorophyll
(Briat ez al., 2015). Chlorosis in plants due to Fe
deficiency is not only an indication of the effect of



BIOFERTLIZACION FOLIAR CON ALGAS MARINAS (Algae (L.)) A UN VINEDO Y SU RELACION CON CONTENIDO DE HIERRO

menudo deficiencias de Mg, las necesidades de dicho
mineral junto con Py N son altas durante la primera
parte del ciclo vegetativo, que favorece una sensibili-
dad particular a la clorosis férrica (Ferndndez-Cano y
Togores, 2011).

El efecto més caracteristico de la deficiencia de Fe
es la incapacidad de las hojas jévenes para sintetizar
clorofila (Briat er al., 2015). La clorosis en plantas
por la deficiencia de Fe, no es sélo una expresion del
efecto del Fe en el desarrollo y la funcién de los clo-
roplastos para la biosintesis de clorofila, ya que tam-
bién la concentracién de carbohidratos menor en las
plantas deficientes de Fe da como resultado actividad
fotosintética baja (Kyrkby y Romheld, 2008).

Las caracteristicas del suelo influyen en el desa-
rrollo de la vid y en la composicién de la baya. Con-
tenidos altos de arcilla y materia orgdnica afectan la
disponibilidad del Fe y en los suelos arcillosos hay
una tendencia a retener més Fe. El contenido alto de
Ca en el suelo insolubiliza el Fe y dificulta su absor-
cién por las plantas, lo cual impacta el rendimiento
y la calidad de las cosechas (Arizmendi-Galicia e 4L,
2011).

La deficiencia de Fe en los cultivos se manifiesta
como un amarillamiento intervenal de las hojas j6-
venes conocido como “clorosis férrica’. Una de las
principales causas de esta deficiencia es la alcalinidad
de los suelos. El pH del suelo determina la disponibi-
lidad de Fe y de otros micro nutrimentos al afectar su
solubilidad. La deficiencia de Fe afecta la morfologfa
y fisiologia de las hojas (Bertamini y Nedunchezhian,
2005) y es uno de los principales estreses abi6ticos
que afectan a los cultivos de frutales en suelos cal-
céreos (Tagliavini y Rombold, 2001). Cuando el es-
trés es severo, la actividad fotosintética disminuye en
forma drastica (Larbi ez al., 2006). Debido a que el
Fe interviene en la sintesis de clorofila, la carencia del
elemento modifica la concentracién de clorofila y por
lo tanto la funcionalidad del aparato fotosintético. La
deficiencia de clorofila afecta el cuajado del fruto, el
didmetro de la baya (por el corrimiento de la flor) y
problemas de maduracién, lo cual limita la expresién
vegetativa del vigor del vifiedo, rendimiento y calidad
de fruto (Gonzilez y Martin, 20006).

La aplicacién foliar de biofertilizantes con con-
tenido mayor de Fe puede incrementar la presencia
del elemento en las hojas de las plantas de vid y re-
ducir el efecto de la clorosis. El objetivo del estudio
fue evaluar el efecto de un fertilizante foliar organico

Fe on the development and function of chloroplasts
for chlorophyll biosynthesis, since also the lower
carbohydrate concentration in Fe deficient plants
results in low photosynthetic activity (Kyrkby and
Rémbheld, 2008).

The characteristics of the soil influence the
development of the vine and the composition of
the berry. High clay and organic matter contents
affect the availability of Fe and in clay soils there is
a tendency to retain more Fe. The high content of
Ca in the soil insolubilizes Fe and makes it difficult
for plants to absorb it, which impacts crop yield and
quality (Arizmendi-Galicia ez al., 2011).

Fe deficiency in crops manifests itself as an
interveinal yellowing of young leaves known as
“iron chlorosis”. One of the main causes of this
deficiency is the alkalinity of the soil. The pH
of the soil determines the availability of Fe and
other micronutrients by affecting its solubility. Fe
deficiency affects leaf morphology and physiology
(Bertamini and Nedunchezhian, 2005), and is one of
the main abiotic stresses affecting fruit crops in limy
soils (Tagliavini and Rombold, 2001). When stress is
severe, photosynthetic activity decreases dramatically
(Larbi et al., 2006). Because Fe intervenes in the
synthesis of chlorophyll, the lack of Fe modifies
chlorophyll concentration and, therefore, the
functionality of the photosynthetic apparatus.
Chlorophyll deficiency affects fruit set, berry
diameter (because of millerandage, a weather-related
condition which causes uneven berries and infertile
flowers) and ripening problems, which limits the
vegetative expression of the vineyard in vigour, yield
and fruit quality (Gonzalez and Martin, 2006).

Foliar application of biofertilizers with higher Fe
content can increase the presence of such element in
vine plant leaves and reduce the effect of chlorosis.
The objective of the study was to evaluate the effect
of an organic foliar fertilizer made with seaweed
extracts added with Fe and Mn, on the Fe content
in leaves, as well as Fe relationship with chlorophyll
content, photosynthesis rate and fruit yield of cv.
Sauvignon Blanc.

MATERIALS AND METHODS
Study location

The study was carried out in the San Lorenzo, Parras de la
Fuente winery, Coahuila, Mexico, 25° 26’ N, 102° 10" W and
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elaborado con extractos de algas marinas adicionado
con Fe y Mn, en el contenido de Fe en las hojas, asi
como su relacién con contenido de clorofila, tasa de
fotosintesis y rendimiento de frutos del cv Sauvigon
Blanc.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del estudio

El estudio se realizé en la vinicola San Lorenzo, Parras de la
Fuente, Coahuila, México, 25° 26’ N, 102° 10’ O y a 1500 m
de altitud. El experimento se establecié en el vifiedo con el cv
Sauvigon Blanc, clon 316, porta injerto Gravesac, de 13 afios
de edad, durante el ciclo de produccién de abril a septiembre de
2018. El vifiedo estd en un marco de plantacion de 1.0 m entre
plantas y 2.5 m entre hileras, con una densidad de 4000 plantas

por hectérea.
Manejo agronémico del vinedo

El lote del estudio recibi6 el mismo manejo agronémico apli-
cado al viniedo por la Vinicola San Lorenzo, respecto a riegos, fer-
tilizacién, control fitosanitario y podas. Las aplicaciones fueron
80 ude N ha' de Ny 20 u de P ha'. El agua se suministré con
un sistema de riego por goteo (15 h por semana) con emisores
espaciados a 0.60 m y gasto de 2.3 L h' lo cual equivale a un

volumen promedio por planta de 8.21 L d**
Tratamientos aplicados y disefio experimental

La fertilizacion foliar se realizd con el biofertilizante Fe-
rrum® (Palau Bioquim, SA de CV), elaborado con algas mari-
nas, que contienen reguladores de crecimiento naturales (auxinas
0.0510%, citocininas 0.0499% vy giberelinas 0.0207%), adicio-
nado con Fe (6%) y Mn (3%). Tres aplicaciones se dieron via
foliar (con una mochila de aspersién de aplicacién manual) en
dosis de 0.5%, el 13 y 28 de abril y el 11 de mayo de 2018, de
acuerdo con la siguiente distribucién de tratamientos: sin aplica-
cién del biofertilizante (T'1), aplicacién solo en la primera fecha
(T2), las dos primeras aplicaciones (T3) y tres aplicaciones (T4).
Los tratamientos se repitieron cuatro veces en un disefio com-
pletamente al azar; la unidad experimental la formaron cuatro
plantas con una separacién de tres plantas entre parcelas. Para
la comparacién de medias de tratamientos se us6 la prueba de
Tukey (p=<0.05). El andlisis de varianza y la prueba de medias se

realizé con R-Studio versién 3.0 (paquete agricolae).
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1500 m altitude. The experiment was established in a vineyard
cv. Sauvignon Blanc, clone 316, Gravesac rootstock, 13 years old,
during April to September 2018 production cycle. The vineyard
was established in a planting frame of 1.0 m between plants and

2.5 m between rows, with a density of 4000 plants per hectare.
Agronomic management of the vineyard

The study lot received the same agronomic management
applied to the vineyard by Vinicola San Lorenzo in regard to
irrigation, fertilization, phytosanitary control and pruning. The
applications were 80 u of N ha! and 20 u of P ha'. Water was
supplied with a drip irrigation system (15 h per week) with
emitters spaced at 0.60 m and a flow rate of 2.3 L h'', which is

equivalent to an average volume per plant of 8.21 L d™.
Applied treatments and experimental design

The foliar fertilization was carried out with the Ferrum®
biofertilizer (Palau Bioquim, SA de CV), elaborated with marine
algae, which contains natural growth regulators (auxins 0.0510%,
cytokinins 0.0499% and gibberellins 0.0207%), added with Fe
(6%) and Mn (3%). Three applications were given via foliar
(with a manual spraying backpack) in doses of 0.5%, on April
13" and 28%, and on May 11%, 2018, according to the following
distribution of treatments: without biofertilizer application (T'1),
only the first application date (T2), two application dates (T3)
and three application dates (T4). Treatments were repeated four
times in a completely randomized design; the study plots were
formed by four plants with a separation of three plants between
the plots. Tukey test (p=<0.05) was used to compare treatment
means. The analysis of variance and mean test was performed

with R-Studio, version 3.0 (agricolae package).
Iron content, chlorophyll and foliar photosynthesis rate

The Fe content in the leaves was determined with the ICP-
OES plasma spectrometry method (ppm) and for the statistical
evaluation, the experimental units were the extract obtained
from five leaves of each of the four plants in the study plots (20
leaves per replicate). Leaf samples were taken one week before
fruit harvest (August 10).

The chlorophyll content and rate of foliar photosynthesis
among the plants of the four treatments (without biofertilizer
and with 1, 2 or 3 applications), were evaluated biweekly
between 12:00 and 14:00 h, from April to September 2018.

For chlorophyll content, the experimental unit was the average
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Contenido de hierro, clorofila y tasa de fotosintesis foliar

El contenido de Fe en las hojas se determiné con el método
de espectrometria de plasma ICP-OES (ppm) y para la evalua-
cién estadistica, las unidades experimentales fueron el extracto
obtenido de cinco hojas de cada una de las cuatro plantas de
las parcelas de estudio (20 hojas por repeticién). Las muestras
foliares se tomaron una semana antes de la cosecha de los frutos
(10 agosto).

El contenido de clorofila y la tasa de fotosintesis foliar entre
las plantas de los cuatro tratamientos (sin biofertilizante y con 1,
2 o 3 aplicaciones), se evaluaron quincenalmente entre las 12:00
y las 14:00 h, de abril a septiembre de 2018. Para el contenido
de clorofila, la unidad experimental fue el promedio de tres me-
diciones por hoja, de cuatro hojas de cada parcela de estudio (12
mediciones por repeticién de cada tratamiento). El contenido de
clorofila de las hojas se obtuvo con un medidor portitil (SPAD
502 Plus, Konica Minolta Optics, Inc., Japon). Para la tasa de
fotosintesis, la unidad experimental fue el promedio de tres hojas
por parcela de estudio. La tasa fotosintética foliar se obtuvo con
un medidor portdtil de fotosintesis LI-6800 (LI-COR, Lincon,
Nebraska, USA). Las hojas para la muestra se seleccionaron de la

regién media del dosel de las plantas.
Rendimiento de fruto

El efecto de la aplicacién del biofertilizante en el rendimien-
to de fruto se evalué en cada unidad experimental (repeticién)
como el promedio del rendimiento de frutos de las cuatro plantas
de cada parcela de estudio de los cuatro tratamientos. La cosecha

se realizé el 17 de agosto de 2018.
RESULTADOS Y DISCUSION
Contenido de hierro en las hojas

En los tres tratamientos con aplicacién el bioferti-
lizante, el contenido de Fe en las hojas fue mayor que
en las hojas del testigo; ademds, con cada aplicacién
adicional el contenido de Fe fue mayor (Cuadro 1;
p=<0.05). El efecto del incremento en el contenido
de Fe destacé visualmente por un color verde de in-
tensidad mayor en las hojas respecto a las plantas del
testigo, porque la sintesis de clorofila en las hojas re-
quiere presencia y contenido adecuado de Fe (Sheha-
ta et al., 2011). El color de las hojas permite detectar
la clorosis férrica; Razeto y Palacios (2005) observa-
ron una correlacién alta entre el color de las hojas de
un cultivo de aguacate (Persea americana Mill.) y la

of three measurements per leaf, of four leaves from each study
plot (12 measurements per repetition of each treatment). The
chlorophyll content of the leaves was obtained with a portable
meter (SPAD 502 Plus, Konica Minolta Optics, Inc., Japan).
For photosynthesis rate, the experimental unit was the average
of three leaves per study plot. The photosynthetic leaf rate
was obtained with a portable photosynthesis meter LI-6800
(LI-COR, Lincon, Nebraska, USA). The leaves sampled were

selected from the mid-foliage region of the plants.
Fruit yield

The effect of biofertilizer application on the fruit yield was
evaluated on experimental units (repetition) as the average of
fruit yield belonging to the four plants of each study plot within
the four treatments. The harvest was carried out on August 17,
2018.

RESULTS AND DISCUSSION
Iron content in the leaves

Fe content in the leaves was higher than in the
control leaves in the three treatments with biofertilizer
application; also, with each additional application,
Fe content was higher (Table 1; p<0.05). The effect
of the increase in Fe content was noticeable by a
green color of greater intensity in the leaves respect
to control plants, because synthesis of chlorophyll
in leaves requires presence and adequate Fe content
(Shehata er al., 2011). Leaf color allows detecting
iron chlorosis; Razeto and Palacios (2005) observed
a high correlation in color of leaves of avocado crop
(Persea americana Mill.) with the concentration of
chlorophyll; low concentration of chlorophyll is a
good indicator of iron chlorosis. The application of
iron chelates to a limy soil increased the amount of
active Fe on the leaves of ‘Concordia’ (Vitis labruscona
Bailey) vine plants in proportion to the application
doses, which affected the chlorophyll content, the
CO, assimilation rate, and stomata conductance
(Smith and Cheng, 2006). The use of an organic
fertilizer based on bovine blood meal (BB, 0.125%
Fe) applied to an alkaline limestone soil had the same
effect as the application of iron chelates on increasing
the chlorophyll content (SPAD units) of the vine
leaves of cv. Sangiovese, cv. Cabernet Sauvignon and
cv. Ruggeri (Tessarin ez al., 2013).
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concentracion de clorofila; la concentracién baja de
clorofila es un buen indicador de la clorosis férrica. La
aplicacién de quelatos de Fe a un suelo calcireo au-
mentd la cantidad de Fe activo de las hojas de plantas
de vid ‘Concordia’ (Vitis labruscona Bailey) en pro-
porcién con las dosis de aplicacién, lo cual incidié
en el contenido de clorofila, la tasa de asimilacién de
CO, y la conductancia estomdtica (Smith y Cheng,
20006). El uso de un fertilizante orgdnico con base en
harina de sangre de bovino (BB, 0.125% Fe), aplica-
do a un suelo calcdreo alcalino, tuvo el mismo efecto
que la aplicacién de quelatos de Fe en el incremento
del contenido de clorofila (unidades SPAD) de las
hojas de planta de vid de los cultivares Sangiovese,
Cabernet Sauvignon y Ruggeri (Tessarin ez /., 2013)

Contenido relativo de clorofila en las hojas

Dos aplicaciones del biofertilizante aumentaron
el contenido relativo de clorofila (unidades SPAD)
respecto al de las hojas de las plantas testigo (sin
biofertilizante) (Figura 1; p<0.05), pero una sola
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Cuadro 1. Contenido de hierro en las hojas de vid del cv. Sau-
vigon Blanc, en los tratamientos con aplicacién del
biofertilizante de extracto de Alga.

Table 1. Iron content in vine leaves of cv. Sauvignon Blanc, in

Algae extract biofertilizer application treatments.

Tratamientos Contenido de Fe (ppm)
Tres aplicaciones 416.75 a
Dos aplicaciones 297.00 b
Una aplicacién 213.25¢
Sin aplicaciones (testigo) 118.00d

Medias con letra diferente indican diferencia estadistica (Tukey;
p=<0.05). ¢ Means with different letter indicate statistical
difference (Tukey; p<0.05).

Relative content of chlorophyll in leaves

Two applications of the biofertilizer increased the
relative chlorophyll content (SPAD units) respect to
the leaves of the control plants (without biofertilizer)
(Figure 1; p=<0.05), but only one application did not

44.73

3 aplicaciones Sin aplicaciones

Numero de aplicaciones del biofertilizante

Figura 1. Contenido relativo de clorofila en las hojas (unidades SPAD) en vid del cv Sauvigon Blanc, en funcién del nimero de

aplicaciones del biofertilizante foliar.

Figure 1. Relative content of chlorophyll in vine leaves (SPAD units) of cv. Sauvignon Blanc, according to foliar biofertilizer

applications.
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aplicacién no afectd el contenido relativo de clorofila
en las hojas (Figura 1). Brunetto ez a/. (2012) mos-
traron una buena correlacién entre la concentracién
de clorofila en unidades SPAD con las mediciones en
laboratorio.

Segtin Diaz et al. (2017), el contenido relativo de
clorofila (unidades SPAD) de las hojas de un cultivo
de soya (Glycine max, ‘Vernal’) aumenté con dos apli-
caciones foliares al 1.5% de FeSO,. En un cultivo de
trigo (7riticum aestivum L.), el contenido de clorofila
en las hojas tuvo un aumento proporcional con el
incremento de la aplicacién foliar de diferentes com-
puestos de Fe (Ghafari y Razmjoo, 2013). La aplica-
cién foliar de Fe, Zn, Mn y Br en concentraciones
de 50 y 100 mg L a plantas de vid (cv Bez El Naka)
increment§ el contenido total de clorofila en las hojas

(Abdel-Salam, 2016).
Tasa de fotosintesis foliar

Tres aplicaciones del biofertilizante se requirieron
para aumentar la tasa de fotosintesis foliar (Cuadro 2;
p=0.05), y esto correspondié con el contenido rela-
tivo mayor de clorofila en las hojas (Figura 1). Enciso
y Gémez (2004) mostraron una relacién directa en-
tre el contenido de clorofila y la tasa de fotosintesis
foliar. En un cultivo de fresa (Fragaria moschata), el
incremento del contenido de clorofila correspondié
con una tasa mayor de fotosintesis foliar (Spinelli ez
al., 2010).

Lebon et al. (2005) observaron una correlacién
positiva entre la tasa de fotosintesis y la concentracién
de clorofila en plantas de vid de los cv. ‘Gwwurztra-
minar’ y ‘Pinot noir.” En plantas de vid (cv. Reisling),
el déficit de agua redujo el contenido de clorofila y
afecté la tasa de fotosintesis neta (Bertamini ez al.,
2006). Ademis, la aplicacién de 250 mM de cloruro
de sodio al suelo redujo el contenido de clorofila a y

b, y disminuyé la tasa de fotosintesis de plantas de
vid de los cv. Soltanin y Fakhri (Bybordi, 2012).

Rendimiento de frutos

El rendimiento promedio de frutos aumenté con
dos y tres aplicaciones del biofertilizante, compara-
do con el testigo (sin aplicacién) y solo una aplica-
cién (Cuadro 3; p=<0.05), lo cual se relacioné con el
incremento de la tasa promedio de fotosintesis foliar
(Cuadro 2) y el contenido relativo de clorofila (Figura

affect the relative chlorophyll content of the leaves
(Figure 1). Brunetto ez al. (2012) showed a good
correlation between chlorophyll concentration in
SPAD units and laboratory measurements.
According to Diaz er al. (2017), the relative
chlorophyll content (SPAD units) of the leaves of a
soybean crop (Glycine max, “Vernal’) increased with
two foliar applications at 1.5% FeSO,. In wheat
crop (Triticum aestivum L.), chlorophyll content of
leaves had a proportional increase with the increase
of foliar application of iron compounds (Ghafari
and Razmjoo, 2013). Foliar application of Fe, Zn,
Mn and Br in concentrations of 50 and 100 mg
L' to vine plants (cv Bez El Naka) increased total
chlorophyll content in leaves (Abdel-Salam, 2016).

Foliar photosynthesis rate

Three applications of the biofertilizer were
required to increase the rate of foliar photosynthesis
(Table 2; p=<0.05), and this corresponded to the
higher relative content of chlorophyll in the leaves
(Figure 1). Enciso and Gomez (2004) showed a direct
relationship between chlorophyll content and rate of
foliar photosynthesis. In a strawberry crop (Fragaria
moschata), the increase in chlorophyll content
corresponded to a higher rate of foliar photosynthesis
(Spinelli ez al., 2010).

Lebon ez al. (2005) observed a positive correlation
between the photosynthesis rate and the chlorophyll
concentration in vine plants of cv. ‘Gwwurztraminar’
and cv. ‘Pinot noir’. In vine plants (cv. Reisling), water
deficit reduced chlorophyll content and affected

Cuadro 2. Tasa promedio de fotosintesis foliar en vid del cv
Sauvigon Blanc con diferentes aplicaciones del
biofertilizante foliar.

Table 2. Average rate of leaf photosynthesis in vines cv.

Sauvignon Blanc with different applications of foliar
biofertilizer.

Tratamiento Fotosintesis (mmol m?s™)

Tres aplicaciones 12.85a
Una aplicacién 10.60 b
Dos aplicaciones 10.47 b
Sin aplicaciones (testigo) 10.23 b

Medias con letra diferente indican diferencia estadistica (Tukey;
p=<0.05). ¢ Means with different letter indicate statistical
difference (Tukey; p<0.05).
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Cuadro 3. Rendimiento promedio de frutos por planta en vid
del cv Sauvigon Blanc con diferentes aplicaciones
del biofertilizante.

Table 3. Average fruit yield per plant of cv. Sauvignon Blanc

vines with different biofertilizer application.

Tratamiento (kg por planta)
Tres aplicaciones 2.478 a
Dos aplicaciones 2.445 a
Una aplicacién 1.712b
Sin aplicaciones (testigo) 1.662 b

Medias con letra diferente indican diferencia estadistica (Tukey;
p=<0.05). % Means with different letter indicate statistical

difference (Tukey; p=<0.05).

1). El incremento en el rendimiento de frutos proba-
blemente se debié a que el contenido del extracto de
algas marinas enriquecido con los micronutrientes Fe
y Mn mejoré el cuajado y crecimiento de los frutos.
Ademds, el contenido mayor de clorofila de las hojas
aumenté la tasa de asimilacién foliar (Lebon et 4l.,
2005), y en consecuencia, el rendimiento de fruto
(Sabir et al., 2014).

La aplicacién foliar de dcidos himicos a plantas
de uva de mesa (cv. Italia) aumentd el contenido de
clorofila de las hojas, lo cual dio como resultado uvas
de tamafo mayor con mds rendimiento (Ferrera y
Brunetti, 2008). Aplicaciones foliares de quitosano,
4cido salicilico y fulvico a plantas de vid (cv Thomp-
son) incrementaron el contenido de clorofila total
de las hojas y el rendimiento de frutos (El-Kenawy,
2017).

La aplicacién al suelo de dcidos himicos (2.5 g
L' ha') aumentd el contenido de clorofila (unidades
SPAD), el peso de racimos y rendimiento por planta
de un vifiedo del cv ‘Askari’(Mohamadineia, et 4l.,
2015). De acuerdo con Gonzilez et al. (2019), el
efecto combinado de la deficiencia de Fe y el estrés
hidrico de vinedos en condiciones de temporal re-
duce el rendimiento de fruto. La aplicacién de 5 Mg
ha'! de composta (estiercol de bovino y paja de trigo)
a un suelo arcilloso, calcdreo y alcalino, aumenté el
contenido de clorofila de las hojas (unidades SPAD),
el peso de frutos y el rendimiento total de plantas de
vid del cv. Merlot (Ponchia et al., 2012).
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net photosynthesis rate (Bertamini ez /., 2000).
In addition, the application of 250 mM of sodium
chloride to the soil reduced a and b chlorophyll
contents, and decreased the photosynthesis rate in
vine plants of cv. Soltanin and cv. Fakhri (Bybordi,
2012).

Fruit yield

The average fruit yield increased with two and
three applications of the biofertilizer, compared to the
control (without application), or only one application
(Table 3; p=<0.05), which was related to the increase
in the average rate of foliar photosynthesis (Table 2)
and the relative chlorophyll content (Figure 1). The
increase in fruit yield was probably due to the fact
that the content of seaweed extract enriched with Fe
and Mn micronutrients improved set and growth of
fruits. In addition, higher chlorophyll content of the
leaves increased the rate of foliar assimilation (Lebon
et al., 2005), and consequent fruit yield (Sabir ez /.,
2014).

Foliar application of humic acids to meal grape
plants (cv. Italia) increased chlorophyll content in
leaves, resulting in larger grapes with higher yields
(Ferrera and Brunetti, 2008). Foliar applications of
chitosan, salicylic and fulvic acid to vine plants (cv.
Thompson) increased total chlorophyll content of
leaves and fruit yield (El-Kenawy, 2017).

The application of humic acids on soil (2.5 g L™
ha) increased the chlorophyll content (SPAD units),
cluster weight and yield per plant in a vineyard of
cv. ‘Askari’ (Mohamadineia, ez al., 2015). According
to Gonzilez et al. (2019), the combined effect of Fe
deficiency and water stress in vineyards under rainfall
conditions reduces fruit yield. The application of
5 Mg ha' of compost (bovine manure and wheat
straw) to a clayey, limy and alkaline soil, increased
the chlorophyll content of leaves (SPAD units),
fruit weight and total yield of vine plants cv. Merlot
(Ponchia et al., 2012).

CONCLUSIONS

Seaweed extract biofertilizer enriched with
iron and manganese increased the iron content in
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CONCLUSIONES

El biofertilizante de extracto de algas marinas
enriquecido con hierro y manganeso incrementé el
contenido de hierro en las hojas. Esto dio como re-
sultado un contenido mayor significativo de clorofila,
tasa mayor de fotosintesis foliar y rendimiento mayor
de frutos de vid del cultivar (cv.) Sauvigon Blanc en
Coahuila, México.
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