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ABSTRACT

The soil quality index is a quantitative assessment concept and
it is used in the evaluation of ecosystem components. Because
of the high potential for agriculture and biodiversity, deltas are
the most valuable parts of the ecosystem. This study aimed to
determine the soil quality index (SQI) in the Batumi Delta,
Georgia. For this purpose, the study area was divided into five
plots due to their morphological positions (L, L, L, L, and
L). A toral of 125 soil samples were taken for analysis including
clay content (CC), silt content (SC), sand content (SaC), mean
weight diameter (MWD), aggregate stability (AS), amount of
water retained under -33 kPa (FC) and -1500 kPa (WP) pressures
and organic matter content (OM). These properties were used
as the main criteria, and the Analytic Hierarchy Process (AHP)
and Factor Analysis were used for weighting them. Sub-criteria
were scored using expert opinion and the linear score functions,
such as “more is better” and “optimum value”. For determining
SQI, the additive method (SQI,), the weighted method with
AHP (SQI,,,,
(SQI,,) were used. The resulting SQI scores of the three methods
were ordered as SQI, ,,>SQI,>SQI,,, but these differences were
not significant. However, the SQI scores of the plots (p=<0.01)

), and the weighted method with factor analysis

showed statistically significant differences and were ordered as
L5>L4>L3>LZ>L1.

Key words: Factor analysis, scoring, alluvial, sedimentation
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RESUMEN

El indice de calidad del suelo es un concepto de evaluacién
cuantitativa y se utiliza en la evaluacién de los componentes del
ecosistema. Debido a su potencial alto para la agricultura y la
biodiversidad, los deltas son las partes mds valiosas del ecosis-
tema. Este estudio tuvo como objetivo determinar el indice de
calidad del suelo (SQI) en el delta de Batumi, Georgia. Es por
ello que el drea de estudio se dividi6 en cinco parcelas con base
en sus posiciones morfoldgicas (Ll, L, L3’ L,y LS). Un total de
125 muestras de suelo se tomaron para su andlisis, e incluyeron
contenido de arcilla (CC), contenido de limo (SC), contenido de
arena (SaC), didmetro medio ponderado (MWD), estabilidad de
agregados (AS), cantidad de agua retenida de presiones por de-
bajo de -33 kPa (FC) y -1500 kPa (WP) y contenido de materia
orgdnica (OM). Estas propiedades se utilizaron como criterios
principales, y para ponderarlas usamos el Proceso analitico jerdr-
quico (Analytic Hierarchy Process, AHP) y el Andlisis de facto-
res. Los subcriterios se calificaron de acuerdo con la opinién de
expertos y con las funciones de calificacién lineal, como “miés es
mejor” y “valor 6ptimo”. Para determinar el SQI, se utilizé el
mérodo aditivo (SQI,), el método ponderado con AHP (SQI

y el método ponderado con andlisis de factores (SQI,,). Los valo-

AHP)

res resultantes de SQI de los tres métodos se ordenaron como
SQIL,,.,> SQL> SQI,, pero estas diferencias no fueron significa-
tivas. Sin embargo, los valores de SQI de las parcelas (p=<0.01)
mostraron diferencias estadisticamente significativas y se ordena-

ron como L5> L4> L3> L2> Ll.

Palabras clave: anilisis de factores, calificacién, aluvial, sedimen-

tacion.
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INTRODUCTION

eltas are unique in terms of both their
D formation conditions and their high

agricultural and biodiversity potential. Since
the formation of the deltas is time-dependent, their
morphology varies depending on the accumulation
conditions. These differences in morphology cause
variability in soil properties (Turgut and Ates,
2017). The Batumi Delta with its high agricultural
production potential, wetlands, and biodiversity is
one of the most important areas in Georgia. Because
of the great ecological and agricultural significance
of the Batumi Delta, it is necessary to ensure the
sustainability of this important area using the correct
management practices. Therefore, the soil properties
of this area should be known.

The concept of soil quality index is focused on
determining the impact of land use and management
practices effects on the soil quality index is accepted
(de Paul Obade and Lal, 2016; Borrelli ez /., 2017;
Leite Chaves et al., 2017). However, the studies on the
effects of the morphological position on the quality
index of the delta are limited. Different methods are
used to determine soil quality; however, no standard
method is established. The model differences are
mainly caused by the selection of indicators, soil
properties that make up the dataset, the weighting
methods of these properties, and the methods used
to calculate the quality value.

Although there is no a standard model, three
stages are followed in determining the soil quality
index in all models (Karlen e 4/., 2003): 1) selection
of appropriate criteria, 2) scoring of the sub-criteria,
and 3) development of the integrated quality index.
Expert opinion and principal components analyse
were used to select main criteria for a minimum data
set (Sdnchez-Navarro ez al., 2015; Vasu et al., 2016);
linear scoring methods were used to transform sub-
criteria into unit-less scores (Nabiollahi et al., 2018);
and additive, weighted additive, and a hierarchical
decision support systems were used for indexing.

The Analytic Hierarchy Process (AHP) is a
multicriteria decision-making approach introduced
by Saaty (1994). Researchers preferred AHP because
this method has effective mathematical properties
and enables users to determine the weight of
the parameters in the solution of a multi-criteria

problem (Akinci ez al., 2013). The AHP method is
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os deltas son tnicos, tanto por sus condicio-
I nes de formacién como por su potencial agri-
cola alto y su biodiversidad. Debido a que la
formacién de los deltas depende del transcurso del
tiempo, su morfologia varia segtin las condiciones de
acumulacién. Estas diferencias morfoldgicas provo-
can variabilidad en las propiedades del suelo (Turgut
y Ates, 2017). El delta de Batumi, con su potencial
de produccién agricola alto, humedales y biodiversi-
dad, es una de las dreas mds importantes de Georgia.
Debido a la gran importancia ecoldgica y agricola del
delta de Batumi, es necesario asegurar la sostenibili-
dad de esta importante drea utilizando las pricticas
de manejo correctas. Por lo tanto, conviene conocer
las propiedades del suelo de esta zona.

El concepto de indice de calidad del suelo se en-
foca en determinar el impacto del uso de las tierras, y
se aceptan los efectos de las practicas de manejo sobre
el indice de calidad del suelo (de Paul Obade y Lal,
2016; Borrelli ez al., 2017; Leite Chaves et al., 2017).
Sin embargo, los estudios de los efectos de la posi-
cién morfoldgica sobre el indice de calidad del delta
son limitados. Diferentes métodos se utilizan para
determinar la calidad del suelo; pero ningtin método
estandar estd establecido. Las diferencias de modelo
se deben principalmente a la seleccién de indicado-
res, las propiedades del suelo que componen el con-
junto de datos, los métodos de ponderacién de estas
propiedades y los métodos utilizados para calcular el
valor de calidad.

Aunque no existe un modelo estdndar, se siguen
tres etapas para determinar el indice de calidad del
suelo en todos los modelos (Karlen et a/., 2003): 1)
seleccién de criterios apropiados, 2) calificacién de
los subcriterios, y 3) desarrollo del indice de calidad
integrado. Opiniones de expertos y andlisis de com-
ponentes principales se utilizaron para seleccionar
los criterios principales para un conjunto minimo
de datos (Sdnchez-Navarro et al., 2015; Vasu et al.,
2016); se utilizaron métodos de calificacién lineal
para transformar subcriterios en calificadores sin uni-
dades (Nabiollahi ez a/., 2018); y para la indexacién
se utilizaron sistemas aditivos, aditivos ponderados
y de decisiones jerdrquicas se utilizaron como apoyo
para indexar.

El Proceso analitico jerdrquico (AHP) es un enfo-
que multicriterio de toma de decisiones introducido
por Saaty (1994). Los investigadores prefirieron el
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a hierarchical model with objectives, criteria, and
sub-criteria used for solving environmental problems
(Akinci et al., 2013; Kundu ez al., 2017; Lu et al.,
2017).

This study aimed to determine the soil quality
index using three methods including the additive
method, the weighted additive method with AHP
and the weighted additive method with factor
analysis, as well as to compare methods and plots
within the Batumi Delta that are considered to be
morphologically different. The main objective of
selecting the Batumi Delta as the study area is the
unique nature of this environment and its high
agricultural and ecological potential.

MATERIAL AND METHODS

Description of the experimental site

The study was conducted at the Batumi Delta located in the
south-western part of Georgia with an area of 3900 ha (Figure
1). The Batumi Delta has a humid subtropical climate with an
annual rainfall of 2718 mm and a mean annual temperature of
14.4 °C. The elevation of the delta ranges from 0 to 50 m and the
slope grade is flat. There are three mainland forms of agriculture
in the delta: pasture, orchards, and truck gardens (Turgut and
Ates, 2017).

método AHP porque tiene propiedades matemadti-
cas efectivas y permite a los usuarios determinar el
peso de los pardmetros en la solucién de un problema
multicriterio (Akinci et al., 2013). El método AHP
es un modelo jerdrquico con objetivos, criterios y
subcriterios que se utilizan para resolver problemas
ambientales (Akinci ez /., 2013; Kundu ez 4/., 2017;
Lu et al., 2017).

Este estudio tuvo como objetivo determinar el
indice de calidad del suelo utilizando tres métodos
que incluyen: el método aditivo, el método aditivo
ponderado con AHP y el método aditivo ponderado
con andlisis de factores; asi como comparar métodos
y parcelas dentro del delta de Batumi que se conside-
ran morfolégicamente diferentes. El objetivo princi-
pal de seleccionar el Delta de Batumi como drea de
estudio es la naturaleza tnica de este entorno y sus
altos potenciales agricola y ecolégico.

MATERIALES Y METODOS
Descripcién del sitio experimental
El estudio se realizdé en el Delta de Batumi, ubicado en la
parte suroeste de Georgia, en un drea de 3900 ha (Figura 1). El

delta de Batumi tiene un clima subtropical himedo con una pre-

cipitacién anual de 2718 mm y una temperatura media anual de

alumi Kglc
- oN ..
oang 10 BT 0 Shuakhevi . Skhaita
L o
< \

Figure 1. The geographic position of the Batumi Delta.
Figura 1. La ubicacién geogrifica del delta de Batumi.

TURGUT ez al. 3
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Based on morphological differences, five plots were created
in the Batumi Delta. The first one was located at the active delta
area (L), the second (L,) and third (L)) at the lower delrtaic plain,
and the fourth (L) and fifth (L) plots at the upper deltaic plain
(Figure 2). From each plot, 25 randomly selected soil samples
were collected from the top layer (0-20 cm) using a soil auger
in late spring. Since the sampling areas are homogeneous in
terms of vegetation and micro-topography, an equal number of
samples were taken from each area and 125 soil samples were
transferred to the laboratory, air dried, and sieved with a 2 mm
sieve for analysis.

In order to calculate the soil quality index (SQI), four steps
were followed: 1) selection of main criteria, 2) weighting the
main criteria, 3) scoring the sub-criteria, and 4) calculating SQI
(Karlen ez al., 2003). These steps were also used in three different
calculation methods: Additive Soil Quality Index (SCI,) method,
Weighted Additive Soil Quality Index Using AHP (SQI,,,)
method, and Weighted Additive Soil Quality Index Using Factor
Analysis (SQI,) method.

Selection of the main criteria

Soil quality indicators should be sensitive to various
management practices, climatic conditions, and external change
(natural or anthropogenic) (Doran and Parkin, 1996). The
variance analysis results of Turgut and Ates (2017) were used to

determine the main criteria that are sensitive properties to the

0.3

0.25 )

0.2

0.1

0.05

SaC

14.4 °C. La elevacién del delta varia de 0 a 50 m, y la pendiente
es plana. Hay tres formas de agricultura continental en el delta:
pastos, huertos productivos y huertos pequefios para venta en
mercados sobre ruedas (Turgut y Ates, 2017).

Con base en diferencias morfoldgicas, se establecieron cinco
parcelas en el Delta de Batumi. La primera se ubicé en el drea
activa del delta (L), la segunda (L)) y la tercera (L)) en la lla-
nura delaica inferior, y la cuarta (L)) y quinta (L)) en la llanura
deltaica superior (Figura 2). De cada parcela, se recolectaron 25
muestras de suelo, seleccionadas al azar, de la capa superior (0-20
cm), con una barrena de suelo, a fines de la primavera. Porque las
4reas de muestreo son homogéneas en cuanto a vegetacién y mi-
crotopografia, se tomaron cantidades iguales de muestras de cada
dreay 125 muestras de suelo se llevaron al laboratorio, se secaron

al aire y se pasaron por un tamiz de 2 mm para su andlisis.
Métodos de evaluacién de la calidad del suelo

Para calcular el indice de calidad del suelo (SQI), se siguieron
cuatro pasos: 1) seleccién de los criterios principales, 2) pondera-
cién de los criterios principales, 3) calificacién de los subcriterios,
y 4) cdlculo del SQI (Karlen ez al., 2003). Estos pasos también se
utilizaron en tres métodos de cdlculo diferentes: método aditivo
del indice de calidad del suelo (SCI,), indice aditivo ponderado
de calidad del suelo por el método AHP (SQI
tivo ponderado de calidad del suelo por el método de andlisis de

factores (SQI

) € indice adi-

)"

MWD

OAHP BFactor

Figure 2. Weighting scores of main criteria obtained from AHP and Factor Analyse methods.
CC: Clay content; SC: Silt content; SaC; Sand content; OM: Organic matter; MWD: Mean weight diameter; AS: Aggregate stability;

FC: Field capacity; WP: Wilting point.

Figure 2. Ponderacidén de los criterios principales obtenidos con los métodos AHP y Andlisis de factores.
CC: contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de arena; OM: materia orgdnica; MWD: didmetro medio ponderado;
AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de campo; WP: punto de marchitez permanente.
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management practice and topographic position. According to
the analysis results, the soil properties selected as main criteria
are: clay content (CC), silt content (SC), sand content (SaC),
mean weight diameter (MWD), aggregate stability (AS), field
capacity (FC), wilting point (WP), and organic matter content
(OM).

Weighting the main criteria

A pairwise comparison matrix was created to determine the
weights of the main criteria according to the AHP methodology.
The judgments in the pairwise comparison matrix (relative levels
of importance of the parameters) were determined by consulting
the opinions of agronomists and faculty members at the
Departments of Soil Science and Plant Nutrition, Agriculture
Faculties of Atatiirk University, Ordu University, and Samsun
19 Mayis University. The weight values for each main criterion
were derived from the ratio of communality to the sum of

communalities (Johnson and Wichern, 1992).
Scoring the sub-criteria

Sub-criteria were scored within the range of 0-1 according

to an expert’s opinion in the SQI,,  method. In this scoring,

AHP
the effect of sub-criteria on soil productivity was taken into
consideration. Lower points were given to the sub-criteria that
negatively affect soil productivity, while higher points were given
to those that have a positive effect(s) on the soil productivity.
Sub-criteria were scored using the linear score functions
“more is better” and “optimum value” in the SQI,. These scoring
functions were obtained by modifying a standard function (Guo
et al., 2017). The “optimum value” function was used for scaling
the particle size distribution, while the “more is better” function
was used for MWD, OM, AS, FC, and WP. The 30% -35%

range for each fraction was considered the optimum value (Table

1).
Calculating SQI

Selected criteria were combined in the SQI, (Eq.2), SQI, ,, and
SQI,, methods (Eq. 3).

k
SQ]A = 172]:1 n; 2

where £ is the number of criteria, j is criteria, and 7 is criteria

scores.

SQLinpsra = ijl WS 3

Seleccién de los criterios principales

Los indicadores de calidad del suelo deben ser sensibles a
précticas de manejo diversas, y a una variedad de condiciones
climéticas y cambios externos (naturales o antropogénicos) (Do-
ran y Parkin, 1996). Los resultados del andlisis de varianza de
Turgut y Ates (2017) se utilizaron para determinar los criterios
principales que derivan de las propiedades que son sensibles a la
practica de manejo y a la posicién topogréfica. De acuerdo con
los resultados del andlisis, las propiedades del suelo seleccionadas
como criterios principales son: contenido de arcilla (CC), con-
tenido de limo (SC), contenido de arena (SaC), didmetro medio
ponderado (MWD), estabilidad de agregados (AS), capacidad de
campo (FC), punto de marchitez permanente (WP) y contenido

de materia orgdnica (OM).

Ponderacién de los criterios principales

Una matriz de comparacidn por pares se cre6 para determi-
nar los valores de ponderacién de los criterios principales segtin
la metodologia AHP. Los juicios en la matriz de comparacién
por pares (niveles relativos de importancia de los pardmetros) se
determinaron consultando las opiniones de agrénomos y profe-
sores de los Departments of Soil Science and Plant Nutrition,
Agriculture Faculties of Atatiirk University, Ordu University, and
Samsun 19 Mayis University. Los valores de ponderacién para
cada criterio principal se derivaron de la relacién de comunalidad

a la suma de comunalidades (Johnson y Wichern, 1992).

Calificacién de los subcriterios

Los subcriterios se calificaron dentro del intervalo de 0-1
de acuerdo con la opinién de un experto en el método SQI, .
En esta calificacién, se tomé en consideracién el efecto de los
subcriterios en la productividad del suelo. Valores mds bajos se
otorgaron a los subcriterios que afectan negativamente la pro-
ductividad del suelo, mientras que los valores mds altos se dieron
a aquellos subcriterios que tienen un efecto(s) positivo en dicha
productividad.

Los subcriterios se calificaron con las funciones de califica-
cién lineales “mds es mejor” y “valor 6ptimo” en el SQI,. Estas
funciones de calificacién se obtuvieron al modificar una funcién
esténdar (Guo ez al., 2017). La funcién “valor éptimo” se utilizd
para aumentar la distribucién del tamafio de particulas, mientras
que la funcién “mds es mejor” se usé para MWD, OM, AS, FC
y WP El intervalo de 30 - 35% para cada fraccién se considerd el

valor 6ptimo (Cuadro 1).

TURGUT ez al. 5



AGROCIENCIA, 1 de enero - 15 de febrero, 2021

Table 1. The scoring functions and parameters for sub-criteria in the SQI,, method.
Cuadro 1. Las funciones de calificacién y los pardmetros para los subcriterios en el método SQI,.

Sub-criteria

Function type X, 7, 7, x,
CcC Optimal range ~ 1.47  30.00  35.00  29.34 f(x):{0.9><ﬁ+0.1};
1
SC 490  30.00 3500 5341 x =x s x,
SaC 36.04 3000 3500 9211 A ={l}r, <x<7
= xx ’5}
S = { S0.65 X X2
Sx=x
2 2

MWD More is better 0.26
oM 0.37
AS 32.88
FC 5.29
WP 2.92

1.02 f(x):{09x X% +01}

563 x <x=<ux
95.46
57.10
49.32

X: measured value of the sub-criteria; x, and x,; minimum and maximum values of the sub-criteria,
respectively; r, and r,: lower and the upper values of the optimal range, respectively. CC: Clay content;
SC: Silt content; SaC: Sand content; OM: Organic matter; MWD: Mean weight diameter; AS: Aggregate
stability; FC: Field capacity; WP: Wilting point. % X: Valor medido de los subcriterios; x, y x,: Valores
minimo y méximo de los subcriterios, respectivamente; r, y r,: Valores inferior y superior del intervalo
éptimo, respectivamente. CC: contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de arena; OM:
materia orgdnica; MWD: didmetro medio ponderado; AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de

campo; WP: punto de marchitez permanente.

where 7 is the number of the main criteria, 4 and S, are,
respectively, the weighting of main criteria and the score of the

# sub-criterion.
Statistical analysis

The ArcGIS software was used to digitize the work area and
create a digital elevation model. One-way analysis of variance
with post hock Tukey test was used to determine the effect of
topographic position on soil properties. Correlation analysis
was used to identify relationships between soil properties. Soil
properties were evaluated by factor analysis to determine the

weights. All data were analyzed using XLSTAT Ecology (22.1.1).
RESULTS AND DISCUSSION
Main criteria

The clay content (CC), silt content (SC), sand
content (SaC), organic matter content (OM), mean
weight diameter (MWD), aggregate stability (AS),
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Cilculo del SQI

Los criterios seleccionados se combinaron en los métodos

SQI, (Ec. 2), SQl,,, y SQL, (Ec. 3).

SQL=+>" 5

J

donde 4 es el niimero de criterios, j es el criterio y 7 es la califica-

cién de los criterios.

RN
SQ]AHP&FA = 21:1 WS 3
donde 7 es el nimero de los criterios principales, W)y S, son la
ponderacién de los criterios principales y la calificacién del -
subcriterio, respectivamente.

Anilisis estadistico

El software ArcGIS se utilizé para digitalizar el drea de traba-

jo y crear un modelo de elevacién digital. Un andlisis de varianza
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field capacity (FC), and wilting point (WP) were
used as main criteria to evaluate the soil quality in
the Batumi Delta. Most of these criteria are sensitive
to morphological positions studied by Turgut
and Ates (2017). In addition, they could reflect
sustainable management goals and specific soil
structural conditions and show differences due to
land management (Doran and Parkin, 1994; Karlen
et al., 2003). The soil properties selected as criteria
in this study reflect the abovementioned conditions.
The soil textures were sandy loam in the L,L,L,
and L, plots, while it was a loam soil in Ls' The CC
ranged from 5.07% for L, to 13.32% for L; SC
ranged from 25.73% for L, to 34.91% for LS; SaC
ranged from 51.13% for L, to 67.91% for L . The
maximum OM and AS were observed in L, the
maximum MWD, FC, and WP were found in the
L5 plot. While, the minimum OM, MWD, AS, FC,
and WP were found in L,. The variation in the L,
plot was higher than other plots for all main criteria,

as reflected by the highest CV value (Table 2).
Weighting main criteria with AHP

The Pairwise comparison matrix, created for
weighting each criterion, showed that OM had
the highest weight value and SC had the lowest
weight value (Table 3). The consistency ratio of the
pairwise comparison judgments was calculated as
0.0242, which was below 0.10 and indicates that the
judgment matrix had satisfactory consistency and
could be used without any adjustment (Saaty, 1994).
Equation 4 was used for the consistency ratio.

Table 2. Descriptive statistics of main criteria.

Cuadro 2. Estadistica descriptiva de los criterios principales.

unidireccional se utilizé junto con la prueba de Tukey para de-
terminar el efecto de la posicién topogréfica en las propiedades
del suelo. Un andlisis de correlacién se utiliz6 para identificar las
relaciones entre las propiedades del suelo. Las propiedades del
suelo se evaluaron por medio de un andlisis de factores para de-
terminar los valores de ponderacién. Todos los datos se analiza-

ron con XLSTAT Ecology (22.1.1).

RESULTADOS Y DISCUSION
Criterios principales

Como criterios principales para evaluar la calidad
del suelo en el delta de Batumi, se utilizaron: el con-
tenido de arcilla (CC), contenido de limo (SC), con-
tenido de arena (SaC), contenido de materia orgdni-
ca (OM), didmetro medio ponderado (MWD), es-
tabilidad de los agregados (AS), capacidad de campo
(FC) y punto de marchitez permanente (WP). Casi
todos estos criterios son sensibles a las posiciones
morfolégicas estudiadas por Turgut y Ates (2017);
Ademds, podian reflejar objetivos de manejo sosteni-
ble y condiciones estructurales especificas del suelo,
como también mostrar diferencias debido al manejo
de las tierras (Doran y Parkin, 1994; Karlen ez 4/,
2003). Las propiedades del suelo seleccionadas como
criterios en este estudio reflejan las condiciones antes
mencionadas.

Las texturas del suelo fueron franco arenoso en
las parcelas L, L, L,y L, mientras que en L5 fue
franco. El CC oscilé entre 5.07% para L, y 13.32%
para L; SC vari6 de 25.73% para L, a 34.91% para
L,; el SaC oscil6 entre 51.13% para L, y 67.91% para

Plots

Main criteria CV (%)
L, L, L, L

CC (%) 5.07+ 2.80 6.58+3.09 9.37+4.14 10.27+5.03 13.32+4.27 53.01
SC (%) 27.00+£14.93 25.73+4.88 31.18+6.63 26.79+5.90 34.91+6.12 28.36
SaC (%) 67.91+17.29 67.67+6.67 57.98+8.32 62.40+10.18 51.13+6.84 17.54
OM (%) 0.98+ 0.39 3.31+1.02 2.59+0.99 3.10+1.25 2.64+0.89 36.96
MWD (mm) 0.35+ 0.06 0.56+0.07 0.65+0.13 0.77+0.12 0.82+0.08 15.47
AS (%) 64.98+11.96 90.83+3.19 88.72+5.62 87.99+3.89 83.70+4.70 7.50
FC (%) 17.47+7.25 27.74+5.74 32.98+4.92 35.59+7.55 35.60+4.30 21.11
WP (%) 13.06+7.94 19.20+4.26 25.30+5.15 27.98+7.30 28.62+4.86 27.23

CC: Clay content; SC: Silt content; SaC: Sand content; OM: Organic matter; MWD: Mean weight diameter; AS: Aggregate
stability; FC: Field capacity; WP: Wilting point. 4 CC: contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de
arena; OM: materia orgdnica; MWD: didmetro medio ponderado; AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de campo;

WP: punto de marchitez permanente.

TURGUT ez al. 7



AGROCIENCIA, 1 de enero - 15 de febrero, 2021

Table 3. Pairwise comparison matrix.

Cuadro 3. Matriz de comparacién por pares.

Criteria CcC SC SaC MWD

AS OM WP FC  Weights

CC 1 7 4 3
SC 1/7 1 1/2 1/3
SaC 1/4 2 1 172
MWD 1/3 3 2 1
AS 1/2 6 3 2
OM 2 8 4 3
WP 172 4 2 2
FC 1/2 5 2 2

2 1/2 2 2 0.209
1/6 1/8 1/4 1/5 0.027
1/3 1/4 1/2 1/2 0.052
1/2 1/3 1/2 1/2 0.075
1 1/2 2 2 0.160

2 1 2 2 0.253
1/2 1/2 1 1 0.113
1/2 1/2 1 1 0.114

CC: Clay content; SC: Silt content; SaC-Sand content; OM: Organic matter; MWD:
Mean weight diameter; AS: Aggregate stability; FC: Field capacity; WP: Wilting point.
% CC: contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de arena; OM:
materia orgdnica; MWD: didmetro medio ponderado; AS: estabilidad de los agregados; FC:

capacidad de campo; WP: punto de marchitez permanente.

CR=% 4

where CR is consistency ratio, C/ is consistency index
and was calculated by Equation 5, and R/ is the
random index and was obtained from Saaty’s random
indexes as 1.41.

(A n)
C[_—(n-l) 5

where / is maximum eigenvalue, which was
calculated with a pairwise comparison matrix as
0.0338, and 7 is the number of criteria (8).

Weighting criteria with Factor Analysis

According to the factor pattern of the criteria, the
eigenvalue of the first two factors was higher than
1.0 and the cumulative variance proportion was
71.30%. The highly weighted variables of each factor
were CC, SaC, MWD, FC and WP in F1; and SC,
OM and AS in F2. Five highly weighted variables
in F1 explained 51.23% of the variation and were
strongly correlated with each other. In F2, three
highly weighted variables explained 20.06% of the
variation (Table 4).

The correlation analysis showed that the clay
content (CC) was positively correlated with SC,
MWD, FC, and WP but negatively correlated with
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L,. Los valores maximos de OM y AS se observaron
en L; los valores mdximos de MWD, FC y WP se
encontraron en L. Mientras que los valores minimos
de OM, MWD, AS, FCy WP se encontraron en L,.
La variacién en la parcela L, fue mayor que en otras
para todos los criterios principales, como se refleja en

el valor mis alto de CV (Cuadro 2).
Ponderacién de los criterios principales con AHP

La matriz de comparacién por pares, creada para
ponderar cada criterio, mostré que OM tuvo el valor
de ponderacién mds alto y SC tuvo el valor de pon-
deracién mds bajo (Cuadro 3). La razén de consis-
tencia de las decisiones por comparacién entre pares
se calculé como 0.0242, lo cual estuvo por debajo de
0.10 e indicé que la matriz de juicio tuvo una con-
sistencia satisfactoria y podia usarse sin ningtin ajuste
(Saaty, 1994). La ecuacién 4 se utilizé para la relacion
de consistencia.

CR=% 4

donde CR es la razén de consistencia, C/ es el indice
de consistencia, calculado con la Ecuacién 5;y R/ es
el indice aleatorio y se obtuvo de los indices aleato-
rios de Saaty como 1.41.
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Table 4. The factor pattern of the criteria.
Cuadro 4. El patrén de factores en los criterios.

Criteria F1 F2
CC 0.666 -0.244
SC 0.519 -0.574
SaC -0.749 0.663
MWD 0.784 0.214
AS 0.367 0.526
OM 0.516 0.609
FC 0.951 0.219
WP 0.935 0.107
Eigenvalue 4.099 1.605
Variability (%) 51.237 20.066

51.237 71.303

Cumulative %

CC: Clay content; SC: Silt content; SaC: Sand content; OM:
Organic matter; MWD: Mean weight diameter; AS: Aggregate
stability; FC: Field capacity; WP: Wilting point. <« CC:
contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido
de arena; OM: Materia orgdnica; MWD: didmetro medio
ponderado; AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de

campo; WP: punto de marchitez permanente.

SaC. There was a positive correlation of SC with FC
and WP, but the correlation was negative between
SC and SaC. The correlation was negative between
SaC with MWD, FC, and WP. There was a positive
correlation of OM with MWD, FC, WP, and AS, as
well as of MWD with FC, WP, and AS. Finally, FC
and WP were positively correlated with AS (Table 5).

Communalities estimate the proportion of the
variance in each variable that is explained by the
components, and a high communality value suggests
that a high portion of variance is explained by the
factor (Johnson and Wichern, 1992). Because
eigenvalue of factorl and factor2 were higher
than 1 in principle component analysis, they were
used to calculate the weight of criteria. Based on
communality analysis (Table 6), SC had the highest
weight (0.177) and AS the lowest (0.073).

The weights of criteria calculated with AHP and
FA showed differences. The weights of CC, OM and
AS in AHP were higher than those calculated by FA,
while the weights of SC, SaC, MWD, FC and WP
were higher in the FA (Figure 2). In other words,
experts evaluated OM and CC as the most important
criteria affecting the SQI, but FA evaluated SaC,
FC, and WP as the most important criteria. The
calculating process may explain the main reason

donde / es el vector propio (eigenvalor) mdximo, el
cual se calcul6 como 0.0338 con una matriz de com-
paracion por pares, y 7 es el nimero de criterios (8).

Criterios de ponderacién con anilisis de factores

De acuerdo con el patrén de factores de los crite-
rios, el vector propio de los dos primeros factores fue
superior a 1.0 y la proporcién de varianza acumulada
fue de 71.30%. Las variables con valor ponderado
alto de cada factor fueron CC, SaC, MWD, FC y
WPenF;ySC,OMyASenF,. Cinco variables con
valor ponderado alto en F, explicaron el 51.23% de
la variacién y presentaron correlacién fuerte entre si.
A su vez, tres variables con valores ponderados altos
en F, explicaron el 20.06% de la variacién (Cuadro
4).

El andlisis de correlacién mostré que el conteni-
do de arcilla (CC) se correlacioné positivamente con
SC, MWD, FC y WP, pero negativamente con SaC.
Hubo una correlacién positiva de SC con FC y WP,
pero la correlacién fue negativa entre SC y SaC. La
correlacién fue negativa entre SaC con MWD, FC
y WP. Hubo una correlacién positiva de OM con
MWD, FC, WP y AS, asi como de MWD con FC,
WP y AS. Por dltimo, FC y WP se correlacionaron
positivamente con AS (Cuadro 5).

Las comunalidades estiman la proporcién de la
varianza en cada variable, lo cual se explica por los
componentes, y un valor de comunalidad alto indica
que una gran parte de la varianza se explica por el
factor (Johnson y Wichern, 1992).

Debido a que los vectores propios del factorl y
el factor2 fueron superiores a 1 en el andlisis de los
componentes principales, se utilizaron para calcular
el valor de ponderacién de los criterios. Segtin el ana-
lisis de comunalidad (Cuadro 6), SC tuvo el valor
mayor (0.177) y AS el valor mds bajo (0.073).

Los valores de ponderacién de los criterios calcu-
lados con AHP y FA mostraron diferencias. Los valo-
res de ponderacién de CC, OM y AS en AHP fueron
superiores a los calculados por FA. Mientras que los
de SC, SaC, MWD, FC y WP fueron mayores en
FA (Figura 2). En otras palabras, los expertos evalua-
ron OM y CC como los criterios mds importantes
que afectan al SQI, pero con FA se evalu6 a SaC, FC
y WP como los criterios mds importantes. El pro-
ceso de célculo puede explicar la razén principal de
esta diferencia. En forma similar a nuestros resulta-
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Table 5. Pearson correlation coefficients for the main criteria.
Cuadro 5. Coeficientes de correlacién de Pearson para los criterios principales.

Variables CcC SC SaC OM MWD FC WP AS
CcC 1
0.3398 a
SC 0.0001 b !
-0.7163 a -0.8996 a
SaC 0.0000b  0.0000 b !
OM 0.0789 a -0.0219 a -0.0205 a 1
0.3815 b 0.8087 b 0.8208b
0.6979 a 0.1518 a -0.4366a  0.4749 a
MWD 0.0000 b 0.0910 b 0.0000 b 0.0000 b !
FC 0.5444 a 0.4093 a -0.5564 a 0.6334 a 0.7573 a 1
0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
WP 0.5730 a 0.4596 a -0.6070a  0.5761a  0.7460a  0.9633 a !
0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b 0.0000 b
AS 0.0664 a -0.0768 a 0.0261 a 0.5862 a 0.4215a 0.4544a  0.3268 a
0.4617 b 0.3946 b 0.7727 b 0.0000 b 0.0000b  0.0000b  0.0002 b

Values in bold are different from 0 with (p=0.05); a: means correlation ecoefficiency; b: means significant
probability. CC: Clay content; SC: Silt content; SaC: Sand content; OM: Organic matter; MWD: Mean weight
diameter; AS: Aggregate stability; FC: Field capacity; WP: Wilting point. < Los valores en negrita son diferentes
de 0 con (p=0.05); a: coeficiente de correlacién de los valores medios; b: probabilidad significativa de los valores
medios. CC: contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de arena; OM: materia orgdnica; MWD:
didmetro medio ponderado; AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de campo; WP: punto de marchitez
permanente.

for this difference. Similar to our results, Liu ez
al. (2017) found that weighting values produced
different results between AHP and FA methods. The

dos, Liu ez al. (2017) descubrieron que los valores
de ponderacién producian resultados diferentes en-
tre los métodos AHP y FA. La consistencia del valor
de ponderacién solo se puede probar con el método
AHP Por esta razén, esto debe tenerse en cuenta a la

Table 6. Estimated communality and weight values of each hora de seleccionar el método.

main criteria.
Cuadro 6. Valores de comunalidad y ponderacién estimados

para cada criterio principal Calificacién de subcriterios con AHP

Criteria Communality Weight La calificacién se realiz6 a través de las opiniones

de los expertos que consideraron los efectos de los

CcC 0.503 0.089 subcriterios, lo cual constituy6 las unidades de me-
SC 0598 0.106 dida de los criterios principales para la fertilidad del
IS\Z;:VD (1)22(1) 81'{; suelo. La escala 0-1 se utilizé para la calificacién. El
AS 0:411 0:073 intervalo de 30-35% de CC, SCy SaC se considerd
OM 0.637 0.113 el intervalo éptimo para la productividad del suelo,
FC 0.952 0.168 y recibié un valor de 1. Mientras que los valores por
WP 0.886 0.157 debajo y por encima de este intervalo se calificaron

CC: Clay content; SC: Silt content; SaC-Sand content; OM: gradualmente con valores mds baj 0s, ya que p odrian

Organic matter: MWD: Mean weight diameter: AS: Aggregate
stability; FC: Field capacity; WP: Wilting point. « CC:
contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido
de arena; OM: materia orgdnica; MWD: didmetro medio
ponderado; AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de

campo; WP: punto de marchitez permanente.
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tener un efecto negativo en la fertilidad del suelo.
Otros subcriterios se evaluaron al considerar los va-
lores minimos y madximos en el conjunto de datos.
La calificacién minima se otorgé al valor minimo
de los subcriterios, mientras que los valores restantes
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consistency of the weighting value can be tested only
in the AHP method. For this reason, this should be
taken into account for selecting the method.

Scoring sub-criteria with AHP

Scoring was done by experts’ opinion considering
the effects of sub-criteria, which constitute the
measurement units of the main-criteria for soil
fertility. The 0-1 scale was used for scoring, the 30-
35% range of CC, SC, and SaC that considered
the optimum range for soil productivity was given
a value of 1, whereas the values below and above of
this range were scored gradually lower since it might
have a negative effect on soil fertility. Other sub-
criteria were scored considering the minimum and
maximum values in the dataset. The minimum score
was given to the minimum value of sub-criteria,
while the remaining values were increased gradually

with value ranges (Table 7).
Scoring sub-criteria with linear score functions

The “optimum value” function was used for the
CC, SC, and SaC, where the value of 1 was given for
the range of 30-35%. Since there is no value greater
than 30% in the clay content, a linearly increasing
plot is obtained in the range of 0-1. In contrast to the
clay content, there is no value below 35% in the sand
content, and a linearly decreasing graph is produced.
In the silt content, the score increased to the optimum
range (30-35%) and decreased afterwards. In this
research, the “more is better” function was applied to

OM, MWD, FC, WP, and AS (Figure 3).
Additive soil quality index (SQI,)

The SQI, increased in the order of L, (0.359)
<L, (0.564) <L, (0.625) <L, (0.649) <L, (0.681)
(Figure 4). The lowest SQI, score was observed in
the active delta wherein L, is the nearest plot to
the sea. The SQI, scores gradually increased as the
plots’ distance from the sea increased, reaching the
delta’s initial formation zone where the highest value
was in the L, plots. The ANOVA test showed that
the differences between the SQI, of the plots were
statistically significant (Table 8). The CC was the
limiting criteria for all plots (Figure 5).

se incrementaron gradualmente con los intervalos de

valores (Cuadro 7).

Calificacién de los subcriterios con funciones de
calificacién lineal

La funcién de “valor 6ptimo” se utilizé para CC,
SCy SaC, donde se dio el valor de 1 para el intervalo
de 30-35%. Dado que no existe un valor superior a
30%, en el contenido de arcilla se obtuvo una gréfica
de incremento lineal en el intervalo de 0-1. En con-
traste con el contenido de arcilla, no existe un valor
por debajo del 35% en el contenido de arena; y se
gener6 entonces una grafica lineal decreciente. En el
contenido de limo, la calificacién aumenté hasta el
intervalo 6ptimo (30-35%) y luego disminuyé6. En
esta investigacién, la funcién “mds es mejor” se aplicé

para OM, MWD, FC, WP y AS (Figura 3).
Indice aditivo de calidad del suelo (SQI N

El SQI, aument6 en el orden de L, (0.359) <L,
(0.564) <L, (0.625) <L, (0.649) <L, (0.681) (Figura
4). La calificacién mds baja de SQI, se observé en
el delta activo, donde L, es la parcela més cercana
al mar. Las calificaciones SQI, aumentaron gradual-
mente a medida que aumentaba la distancia de las
parcelas al mar, hasta la zona de formacién inicial
del delta donde el valor més alto se alcanzé en las
parcelas L,. La prueba de ANDEVA mostré que las
diferencias entre los SQI, de las parcelas fueron esta-
disticamente significativas (Cuadro 8). El CC fue el
criterio limitante para todas las parcelas (Figura 5).

Indice ponderado de calidad del suelo
por AHP (SQI,, )

Los valores obtenidos del SQI, ., en las parcelas
fueron 0.312, 0.540, 0.576, 0.614 y 0.619 para L,
L, L3‘ L,y Ls, respectivamente (Figura 6). El SQI LD
mds bajo se calculé en el delta activo (L)) y los valo-
res aumentaron gradualmente hasta alcanzar el valor
mis alto en la parcela L. Los resultados del ANDE-
VA mostraron que las diferencias en los valores de
SQI,,,, entre las parcelas fueron estadisticamente sig-
nificativas (Cuadro 9). SaC y MWD fueron los cri-
terios limitantes para el SQI,  en todas las parcelas
(Figura 7).

AHP

TURGUT ez al. 11
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Table 7. The scores of the sub-criteria.
Cuadro 7. Calificaciones de los subcriterios.

Main criteria Sub-criteria Score  Main criteria Sub-criteria Score
<10% 0.1 <0.125mm 0.1
10-15% 0.3 0.125-0.250mm 0.3
15-20% 0.4 0.25-0.50mm 0.5
20-25% 0.5 MWD 0.50-0.75mm 0.7
cC 25-30% 0.7 0.75-1.00mm 0.9
30-35% 1 >lmm 1
35-40% 0.9
40-45% 0.7 0.70-1.00% 0.1
45-50% 0.3 1.00-1.70% 0.3
>50% 01 OM 1.70-3.00% 0.5
<10% 0.1 3.00-5.15% 0.8
10-15% 0.3 >5.15% 1
15-20% 0.4 <50% 0.1
20-25% 0.5 50-60% 0.3
25-30% 0.7 60-70% 0.5
SC 30-35% 1 AS 70-80% 0.7
35-40% 0.9 80-90% 0.9
40-45% 0.7 90-100% 1
45-50% 0.3 <%?2 0.1
>50% 0.1 %2-4 0.3
SaC <10% 0.1 WP %4-6 0.5
10-15% 0.3 %06-8 0.8
15-20% 0.4 >%8 1
20-25% 0.5 <%5 0.1
25-30% 0.7 %5-10 0.3
30-35% 1 FC %10-15 0.5
35-40% 0.9 %15-20 0.8
40-45% 0.7 %20-25 0.9
45-50% 0.3 >%25 1
>50% 0.1

CC: Clay content; SC: Silt content; SaC: Sand content; OM: Organic matter; MWD: Mean weight
diameter; AS: Aggregate stability; FC: Field capacity; WP: Wilting point. % CC: contenido de
arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de arena; OM: materia orgdnica; MWD: didmetro
medio ponderado; AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de campo; WP: punto de

marchitez permanente.
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Figure 3. The score examples for “more is better” (organic matter content, A) and “optimum range” (silt content, B).
Figure 3. Los ejemplos de calificacién para “mds es mejor” (contenido de materia orgdnica, A) e “intervalo éptimo” (contenido
de limo, B).
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Figure 4. Mean value of SQI in five plots.

Columns with different letters are statistically different (Tukey; p<0.01).

Figure 4. Valor medio de SQI en cinco parcelas.

Las columnas con letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey; p<0.01).

Table 8. Analysis of variance for SQI,.
Cuadro 8. Andlisis de varianza para SQI,.

Sources  Degree of freedom Sum of squares Mean squares F ratio Prob>F
Model 4 1.65 0.41 75.96 <0.0001
Error 120 0.65 0.01
Total 124 2.30

CcC
0.2
WP 0.15 SC
0.1 .
0 L2
FC SaC L3
L4

—— ] 5

AS OM

MWD

Figure 5. Radar plot of limiting criteria in SQI,.

CC: Clay content; SC: Silt content; SaC: Sand content; OM: Organic matter; MWD: Mean weight diameter; AS: Aggregate stability;
FC: Field capacity; WP: Wilting point.

Figura 5. Gréfico de radar de los criterios limitantes en SQI,.

CC: contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de arena; OM: materia orgdnica; MWD: didmetro medio ponderado;
AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de campo; WP: punto de marchitez permanente.
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Weighted soil quality index using AHP (SQI,,,)

The calculated SQI, ., scores across the plots
were 0.312, 0.540, 0.576, 0.614 and 0.619 for L,
L,L,L, and L, respectively (Figure 6). The lowest
SQI,,,, was calculated in the active delta (L), and
the values increased gradually until they reached the
highest value in the L, plot. The results of ANOVA
showed that the differences in SQI, . values across
the plots were statistically significant (Table 9). SaC
and MWD were the limiting criteria for the SQI
in all plots (Figure 7).

AHP

Indice ponderado de calidad del suelo por medio
de andlisis de factores (SQI,,)

Los valores de SQI,, difirieron significativamen-
te entre las parcelas (Cuadro 10). Los resultados de
SQI,, en las parcelas L, L, y L, fueron significativa-
mente mayores que en L, y L, mientras que el SQI-
s en la parcela L, fue significativamente menor que
en L, (Figura 8). En forma similar a los SQI, ,,
valores de SQI,, aumentaron gradualmente desde el
mar hacia la montafa. Los criterios limitantes en este

método fueron CC y OM (Figura 9).

los

0.6 —

0.3 —

Mean (SQI)

0.1 —

0.0

Figure 6. Mean values of SQI, , in five plots.

Plots

Columns with different letters are statistically significant (Tukey; p<0.01).

Figure 6. Valores medios de SQI,, , en cinco parcelas.

Las columnas con letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey; p<0.01).

Table 9. Analysis of variance for SQI

AHP
Cuadro 9. Andlisis de varianza para SQI, .
Sources  Degree of freedom  Sum of squares Mean squares F ratio Prob>F
Model 4 1.57 0.39 81.99 <0.0001
Error 120 0.58 0.01
Total 124 2.15
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CC

0.2
WP 0.15

0.1

0.9
FC
AS
MWD

Figure 7. Radar plot of limiting criteria in SQI, .

SC
]
—2
SaC L3
L4
5
OM

CC: Clay content; SC: Silt content; SaC: Sand content; OM: Organic matter; MWD: Mean weight diameter; AS: Aggregate stability;

FC: Field capacity; WP: Wilting point.
Figure 7. Gréfico de radar de los criterios limitantes en SQI

AHP

CC: contenido de arcilla; SC: contenido de limo; SaC: contenido de arena; OM: materia orgdnica; MWD: didmetro medio ponderado;
AS: estabilidad de los agregados; FC: capacidad de campo; WP: punto de marchitez permanente.

Weighted soil quality index using
factor analysis (SQI,,)

The SQI., values differed significantly among the
plots (Table 10). The results showed that the SQI,,
in the L,L, and L5 plots were significantly higher
than L, and L, while the SQI,, in the L, plot was
significantly lower than that in L, (Figure 8). Similar
to the SQI, ., the SQI, score increased gradually
from the sea toward the mountain. The limiting
criteria in this method were CC and OM (Figure 9).

The evaluation methods showed that the SQI
gradually increased from the coast to the inland.
Because of the on-going accumulation and soil
formation processes, and wave erosion in the active
delta (Li et al., 2015) the lowest sub-criteria scores and
the SQI (L,) were expected. The soil quality in this
area was limited by low OM and CC. Low clay and
organic matter contents affect soil physical properties
such as the mean weight diameter, aggregate stability
and water retention negatively (Yang ez al., 2014).

Table 10 Analysis of variance for SQI,.
Cuadro 10. Andlisis de varianza para SQI,,.

Los métodos de evaluacién mostraron que el SQI
aument$ gradualmente desde la costa hacia el inte-
rior. Debido a los procesos continuos de acumula-
cién y formacién del suelo, y la erosién de las olas en
el delta activo (Li ez al., 2015), aqui se esperaban los
niveles de mds bajos de calificacién de los subcriterios
y del SQI (L)). La calidad del suelo en esta drea se vio
afectada por los niveles bajos de MO y CC. Los con-
tenidos bajos de arcilla y materia orgdnica afectan las
propiedades fisicas del suelo tales como el didmetro
medio ponderado, la estabilidad de los agregados y
la retencién de agua, en forma negativa (Yang ez al.,
2014).

El SQI aument6 de manera gradual en la llanura
deltaica inferior, en L, y L, cubiertas principalmen-
te por una pradera natural. En estas dreas, la calidad
del suelo tiene como limitante bajos CC; pero estu-
vo asegurada por una tasa méxima de contribucién
de OM. La principal razén para el contenido alto de
materia orgdnica en esta zona fue la cantidad elevada
de biomasa (Carvalho-dos Santos ez /., 2012; Novara

Sources  Degree of freedom ~ Sum of squares Mean squares F ratio Prob>F
Model 4 1.61 0.40 60.75 <0.0001
Error 120 0.80 0.01
Total 124 2.41
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Plots

Figure 8. Mean values of SQI, in five plots. Columns with different letters are statistically different (Tukey; p<0.01).
Figure 8. Valores medios de SQI,, en cinco parcelas. Las columnas con letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey;

p=<0.01).

SQI increased gradually in the lower deltaic plain
(L, and L)), which were mainly covered by a natural
meadow. In these areas, the soil quality is limited by
low CC. Soil quality was ensured in these areas by
the maximum rate of contribution of OM. The main
reason for the high content of organic matter in this
area was the high biomass (Carvalho-dos Santos ez al.,
2012; Novara et al., 2013). These plots are younger
than the upper deltaic plains, thus the soil quality

WP

FC

AS

MWD
Figure 9. Radar plot of limiting criteria in SQI,,.

Figure 9. Grifico de radar de los criterios limitantes en SQI_,.
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et al., 2013). Estas parcelas son mds jovenes que las
llanuras deltaicas superiores; por lo tanto, la calidad
del suelo fue menor que las de la llanura deltaica
superior debido a la distribucién del tamafo de los
agregados y a una estructura mds débil.

El SQI mayor se obtuvo en las llanuras deltaicas
superiores (L, y L), que estaban mids alejadas del
mar; por tanto, estas parcelas constituyeron la prime-
ra drea de depdsitos del delta. En estas parcelas, CC

SC
L1
L2
SaC L3
L4
5
oM
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was lower than those in the upper deltaic plain due to
grain size distribution and weak structure.

The highest SQI was obtained in the upper
deltaic plains (L, and L,), which were farthest from
the sea; thus, these plots were the first deposited area
of the delta. In those plots, CC and OM limited the
SQI. However, the strongest effects of the AS and
MWD on the SQI were obtained in them. The main
reason for the low OM content is cultivation. In the
agricultural field, management practices, especially
soil tillage, decrease organic matter content due to
high mineralization rates (Cates ez 4/., 2016; Blanco-
Moure et al., 2016).

Comparison of methods

The variance analysis determined that the score
obtained by the SQI,  method (0.602) was not
different to SQI, (0.575) and SQI,, (0.564) (Figure
10) (F=2.628; p > 0.05). Vasu et al. (2016) and
Nabiollahi ez al. (2018) reported that SQI values
were calculated in the following order: expert
opinion>additive model>weighted model.

CONCLUSIONS

The three methods utilized to calculate the
soil quality index (Additive Soil Quality Index,
Weighted soil quality index using Analytic hierarchy
process, and Weighted soil quality index using
Factor Analysis) showed similar results. In the factor

Summary (LS means) - Methods

o] —
| |
T 1

LS means
© o <o 9o
(e} [\) I N
1
T

SQI

Dependent variables

OSQI-AHP ESQI-A BSQI-FA

Figure 10. Least significant means of methods.
Figure 10. Valores medios significativos minimos de los
métodos.

y OM limitaron el SQI. Sin embargo, fue en ellas
donde se obtuvieron los efectos mayores de la AS y
MWD sobre el SQI. La razén principal del conteni-
do bajo de OM es el cultivo. En el campo agricola,
las practicas de manejo, especialmente la labranza del
suelo, disminuyen el contenido de materia orginica
debido a las tasas altas de mineralizacién (Cates ez al.,

2016; Blanco-Moure et al., 2016).
Comparacién de métodos

Con el andlisis de la varianza, se determiné que
los valores obtenidos por el método SQI, ,, (0.602)
no fueron diferentes a SQI, (0.575) y SQI,, (0.564)
(Figura 10) (F = 2.628; p > 0.05). Vasu ez al. (2016)
y Nabiollahi ez /. (2018) informaron que los valores
del SQI se calcularon en el siguiente orden: opinién
de expertos> modelo aditivo> modelo ponderado.

CONCLUSIONES

Los tres métodos utilizados para calcular el indice
de calidad del suelo (indice aditivo de calidad del sue-
lo, indice ponderado de calidad del suelo por medio
de el proceso analitico jerdrquico y el indice ponde-
rado de calidad del suelo por medio de el andlisis de
factores) mostraron resultados similares. En el anali-
sis de factores, se elimin la subjetividad dada por la
opinién de expertos y se realizé la ponderacién por
medio de considerar las relaciones entre propiedades.

Con los métodos de proceso analitico jerdrquico,
se puede juzgar la coherencia del modelo por medio
de un valor de indice de coherencia. Por lo tanto,
estos andlisis se pueden recomendar para evaluar la
calidad del suelo de manera mds consistente. El in-
dice de calidad del suelo varié en el delta de Batumi,
con valores entre 0.30 y 0.70. En los tres métodos,
el indice de calidad del suelo aumenté gradualmente
a partir del drea del delta activo, con el proceso de
acumulacién continua, hacia las llanuras deltaicas in-
ferior y superior, formadas en tiempos pasados.

—End of the English version—
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analysis, the subjectivity due to expert opinion was
eliminated and weighting was made by considering
the relationships between properties.

In the Analytic hierarchy process methods,
judgment can be made about the consistency of the
model by using a consistency index value. Thus,
these analyses can be recommended for assessing soil
quality more consistently. Soil quality index varied
in the Batumi Delta and ranged from 0.30 to 0.70.
In all three methods, the soil quality index gradually
increased from the active delta area where the
accumulation process continues towards the lower
and upper deltaic plain formed in earlier times.
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HONGOS MICORRIZOGENOS ARBUSCULARES ASOCIADOS CON EL
CULTIVO DE MAIZ EN REGIONES CON SEQUIA EN OAXACA

ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ASSOCIATED WITH MAIZE CROP
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RESUMEN

Bajo ambientes estresantes, las plantas se asocian con la micro-
biota para cumplir adecuadamente funciones multiples. La aso-
ciacién planta-hongos micorricicos arbusculares (HMA) es una
de las principales, por la cual las plantas satisfacen parte de sus
necesidades hidricas y nutrimentales. El conocimiento de los
HMA nativos es un factor clave en el desarrollo, asi{ como la apli-
cacién de esta biotecnologfa en cultivos de importancia socioeco-
némica, como el maiz. El objetivo fue conocer la diversidad de
HMA y la magnitud de la colonizacién micorricica en parcelas
de maiz de cuatro regiones con incidencia de sequia. Una aso-
ciacién significativa se espera entre propiedades de los suelos
y la abundancia de esporas, riqueza de especies y colonizacién
micorricica. Muestreos aleatorios se realizaron en cuatro regio-
nes del estado de Oaxaca (Istmo, Sierra Norte, Mixteca y Valles
Centrales) y con la técnica de redundancia se analizé la relacién
de las propiedades fisicoquimicas de los suelos con la riqueza de
especies, abundancia de esporas y porcentaje de colonizacién. Un
total de 24 especies de HMA se registraron, de las cuales Funne-
liformis geosporum y Rhbizophagus intraradices estdn presentes en
las cuatro regiones estudiadas. La asociacién de los HMA con las
raices de las plantas de maiz fue mayor de 60%. La abundancia
de esporas mids alta se registrd en la regién Sierra Norte. No se
observaron diferencias significativas en la riqueza de especies en-
tre las regiones ni por temporada; sin embargo, la regién Valles
Centrales tuvo el indice de diversidad mayor. Las concentracio-
nes de humedad, nitrégeno total, conductividad eléctrica y fos-
foro disponible en el suelo se correlacionaron (p=<0.05) con la
diversidad micorricica de las regiones de estudio. Estos hallazgos
indican que la diversidad de hongos micorricicos en las parcelas

de estudio es alta, asi como los niveles de colonizacién mico-
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ABSTRACT

Under stressful environments, plants associate with microbiota
to adequately fulfill multiple functions. The plant-arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) association is one very important by
which plants satisfy part of their water and nutritional needs.
The knowledge of native AMF is a key factor in the development
and application of this biotechnology in crops of socioeconomic
importance, such as maize. The objective was to know the
diversity of AMF and the extent of mycorrhizal colonization
in maize plots in four regions with drought incidence. A
significant association is expected between soil properties and
spore abundance, species richness, and mycorrhizal colonization.
Random sampling was carried out in four regions of the state of
Oaxaca (Istmo, Sierra Norte, Mixteca and Valles Centrales) and
the relationship of soil physicochemical properties with species
richness, spore abundance, and percentage of colonization was
analyzed using the redundancy technique. A total of 24 AMF
species were recorded, of which Funneliformis geosporum and
Rhizophagus intraradices are present in the four regions studied.
The association of AMF with roots of maize plants was greater
than 60%. The highest spore abundance was recorded in the
Sierra Norte region. No significant differences in species richness
were observed among regions or by season; however, the Valles
Centrales region had the highest diversity index. Concentrations
of moisture, total nitrogen, electrical conductivity, and available
phosphorus in the soil were correlated (p£ 0.05) with mycorrhizal
diversity in the study regions. These findings indicate that the
diversity of mycorrhizal fungi in the study plots is high, as well
as the levels of mycorrhizal colonization (>60%). In addition,
five new genera are reported for Oaxaca. This highlights the need

to continue the evaluation of mycorrhizal diversity in the state.

Key words: fungal diversity, Zea mays, water stress, arbuscular

mycorrhizae, Glomeromycota.
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rricica (>60%). Ademds, se reportan cinco géneros nuevos para
Qaxaca, lo cual resalta la necesidad de continuar la evaluacién de

la diversidad micorricica del estado.

Palabras clave: diversidad fungica, Zea mays, estrés hidrico, mi-

corriza arbuscular, Glomeromycota.
INTRODUCCION

| estrés hidrico es uno de los principales fac-

tores que limitan el crecimiento vegetal y se

presenta con regularidad en las zonas tropica-
les secas del mundo. En la actualidad, el fenémeno de
sequfa ha aumentado en intensidad, periodicidad y
duracién, con consecuencias signiﬁcativas enla segu-
ridad alimentaria, sobre todo en las zonas donde los
cultivos de los pequefios productores dependen en su
totalidad de la precipitacién.

En México, el maiz es el principal componente de
la alimentacién y, aunado a su valor nutricional, des-
taca su importancia histérica, cultural y econémica
(Cézares et al., 2015). La sequia es uno de los fend-
menos climdticos con afecto directo en los cultivos
de temporal y, dado que en el estado de Oaxaca mds
del 90% de la superficie se cultiva bajo ese sistema,
las consecuencias son graves. Las regiones con mayor
afectacién son Itsmo, Mixteca, Costa y Valles Centra-
les, con pérdidas promedio de 16.6%, 6.9%, 7.24%
y 5.4% de su superficie sembrada (SIAP, 2014).

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son
un elemento vital en la supervivencia de las plantas
bajo ambientes estresantes, porque mejoran la capta-
cién de nutrientes, funcionan como bioprotectores
y favorecen la absorcién de agua (Latef ez al., 2010).
Esto permite el desarrollo de las plantas bajo condi-
ciones adversas. Las practicas agricolas y las condicio-
nes edafoclimdticas son factores determinantes en la
abundancia y diversidad de los hongos micorricicos,
y de la microbiota del suelo en general (Alguacil ez
al., 2014). Durante el periodo entre ciclos de cultivo
es probable que se reduzca el potencial de inocula-
cién porque no hay hospedero, y disminuya la mico-
rrizacion en el ciclo subsecuente.

Ademis, existe mayor interaccién de los HMA con
las plantas de maiz durante las fase reproductiva tem-
prana (V12 a R1) debido a la demanda de nutrientes,
fésforo (P) de manera principal, que la planta requie-
re y coincide también con una mayor diversidad de

HMA durante esa etapa (Tian ez al., 2011). El tipo

20 VOLUMEN 55, NUMERO 1

INTRODUCTION

ater stress is one of the main factors

limiting plant growth and occurs

regularly in dry tropical areas of the
world. Currently, the phenomenon of drought has
increased in intensity, periodicity and duration, with
significant consequences on food security, especially
in areas where smallholder crops depend entirely on
rainfall.

In Mexico, maize is the main component of the
diet and, in addition to nutritional value, historical,
cultural and economic importance of this stapler
stand out (Cdzares er al., 2015). Drought is one
of the climatic phenomena with a direct effect on
rainfed crops and, given the fact that in the state
of Oaxaca more than 90% of the area is cultivated
under this system, the consequences are serious. The
regions mostly affected are the Istmo, Mixteca, Costa
and Valles Centrales, with average losses of 16.6%,
6.9%, 7.24% and 5.4% of their planted area (SIAD,
2014).

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are a
vital element in plant survival under stressful
environments because they enhance nutrient uptake,
serve as bioprotectants, and favor water uptake
(Latef ez al., 2016). This enables plant development
under adverse conditions. Agricultural practices and
edaphoclimatic conditions are determining factors
in the abundance and diversity of mycorrhizal fungi,
and soil microbiota in general (Alguacil ez a/., 2014).
During the period between crop cycles, it is likely that
the inoculation potential is reduced because there is
no host, and mycorrhization in the subsequent cycle
decreases.

Also, there is greater interaction of AMF with
maize plants during the early reproductive phase (V12
to R1) due to the demand for nutrients that the plant
requires, mainly phosphorus (P), and there is also a
greater diversity of AMF during that stage (Tian ez
al., 2011). The type of vegetation or crop also has
an influence on AMF diversity and abundance; there
are generalist morphospecies and others exclusive to
certain soil or crop types (Turrini ez al., 2018). The
farming system and some cultural practices decrease
the abundance of AMF communities, and are also
likely to exert a significant effect on soil species
diversity and richness, which detracts its fertility and
health (Alguacil ez al., 2014).
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de vegetacién o cultivo también tiene influencia en la
diversidad y abundancia de los HMA; hay morfoes-
pecies generalistas y otras exclusivas de ciertos tipos
de suelo o cultivo (Turrini er /., 2018). El sistema
de cultivo y las practicas culturales disminuyen la
abundancia de las comunidades de HMA, y es pro-
bable que también ejerzan un efecto significativo en
la diversidad y la riqueza de especies, lo cual demeri-
ta la fertilidad y salud del suelo (Alguacil ez al., 201
La planta de maiz tiene una dependencia alta de la
asociacién micorricica arbuscular (Sangabriel-Conde
et al., 2015), por lo que es importante conocer las
comunidades de HMA presentes en el suelo para di-
seflar mecanismos con los cuales se podria mejorar el
rendimiento del cultivo y la fertilidad de los suelos
v, a la vez, mantener la microbiota nativa. El objeti-
vo del presente estudio fue explorar la diversidad de
HMA en parcelas de maiz con incidencia de sequia
en cuatro regiones del estado de Oaxaca. La diver-
sidad de especies de HMA se espera que sea baja al
tratarse de suelos agricolas, y que la abundancia de
esporas, riqueza de especies y colonizacién de raices
tengan una asociacion significativa con las propieda-
des fisicoquimicas de los suelos.

MATERIALES Y METODOS
Sitios de estudio

Muestras de suelo rizosférico y raices se recolectaron al al
azar de parcelas cultivadas con maiz de temporal en las regiones
(I) Istmo (16° 34’ 08” N, 95° 07’ 04” O, 285 m de altitud);
(Y) Sierra Norte (17° 12° 59” N, 96° 13’ 48” O, 1353 m); (M)
Mixteca (17° 24’ 117 N, 97° 117 46” O, 2046 m); y (VC) Valles
centrales (16° 53’ 38” N, 96° 29’ 35” O, 1855 m) del estado de
Oaxaca, México. En la regién I el tipo de suelo predominante
es el Vertisol, mientras que en las otras regiones predominan los
suelos de tipo Luvisol, de acuerdo con la base referencial mundial
del recurso suelo de la FAO (WRB, 2015). La precipitacion en
las regiones varia desde 400 mm en M hasta 2000 mm en Y. Las
temperaturas mdximas y minimas en Y flucttian entre 16-24 °C,
en M y VC son de 14-20 °C, mientras que la regién I es la mds
cdlida (22-28 °C). El sistema de cultivo de maiz es de temporal
con semilla nativa de cada regidn, sin el uso de insumos sintéti-

cos.
Muestreo y andlisis fisicoquimico del suelo

El muestreo de suelos se realizé durante 2017 en la tem-

porada seca antes del inicio del ciclo de cultivo con suelo en

The maize plant has a high dependence on the
arbuscular mycorrhizal association (Sangabriel-
Conde ez al., 2015), so it is important to know
the AMF communities present in the soil in order
to design mechanisms that would lead to improve
crop yield and soil fertility and, at the same time,
maintain the native microbiota. The objective of this
study was to explore AMF diversity in maize plots
with drought incidence in four regions of the state of
Oaxaca. AMF species diversity is expected to be low
in agricultural soils, and spore abundance, species
richness and root colonization are expected to have
a significant association with soil physicochemical
properties.

MATERIALS AND METHODS

Study areas

Rhizospheric soil and root samples were randomly collected
from plots cultivated with rainfed maize in the regions (I) Istmo
(16°34° 08" N, 95° 07° 04” W, 285 m altitude); (Y) Sierra Norte
(17°1259” N, 96° 13’ 48” W, 1353 m); (M) Mixteca (17° 24°
117N, 97° 11’ 46” W, 2046 m); and (VC) Valles Centrales (16°
53’387 N, 96° 29’ 35” W, 1855 m), which belong to the state of
Oaxaca, Mexico. In region I the predominant soil type is Vertisol,
while in the other regions Luvisol type soils predominates,
according to the FAO global soil resource reference base (WRB,
2015). Precipitation in the regions varies from 400 mm in M
to 2000 mm in Y. Maximum and minimum temperatures in Y
fluctuate between 16-24 °C, in M and VC are 14-20 °C, while
region I is the warmest (22-28 °C). The maize cultivation system
is rainfed with seed native to each region, without the use of

synthetic inputs.
Sampling and physicochemical soil analysis

Soil sampling was conducted during 2017 in the dry season
before the start of the crop cycle with fallow soil, and in the
rainy season with established crop. In each region, samples
were collected in three rainfed maize plots, composed of five
rhizospheric soil subsamples at 30 cm depth per plot. To obtain
a representative sample for each region, soil from the three
plots was mixed. The collected samples were transported to the
Instituto Politécnico Nacional IPN-CIIDIR soil laboratory in
Oaxaca, where they were homogenized and dried in a greenhouse,
sieved (2 mm mesh) and stored under refrigeration (-5 °C) for
subsequent spore extraction and physicochemical analysis. The
variables evaluated were pH and electrical conductivity (CE)

with a Hanna potentiometer (model HI98130, Ann Arbor,
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barbecho, y en la de lluvias con cultivo establecido. En cada re-
gién se recolectaron muestras en tres parcelas de maiz de tem-
poral, compuestas por cinco submuestras de suelo rizosférico a
30 cm de profundidad por parcela. Para obtener una muestra
representativa de cada regién se realizé una mezcla del suelo de
las tres parcelas. Las muestras recolectadas se transportaron al la-
boratorio de suelos del CIIDIR en Oaxaca, donde se homogenei-
zaron y secaron en invernadero, se tamizaron (malla de 2 mm) y
almacenaron en refrigeracién (-5 °C) para la posterior extraccién
de esporas y andlisis fisicoquimico. Las variables evaluadas fue-
ron: pH y conductividad eléctrica (CE) con un potenciémetro
Hanna (modelo HI98130, Ann Arbor, MI, USA), contenido de
humedad por gravimetria (CH), textura con el higrémetro de
Bouyoucos, concentraciéon de materia orgdnica (MO) y carbono
orgdnico (CO) por digestién himeda de Walkley y Black, fésforo
disponible (PO,) por el método Bray y Kurtz, de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000 (SEMAR-
NAT, 2002).

Cultivos trampa

Cultivos trampa se establecieron para obtener esporas con
mayor calidad que las extraidas de los suelos originales (Guada-
rrama-Chdvez et al., 2007). Como sustrato se utilizé6 una mez-
cla de suelo con arena en proporcién 1:1 (v: v) desinfectado por
solarizacién e inoculado con 50 g de suelo de la regién corres-
pondiente, en contenedores de 0.5 L, durante un ciclo de seis
meses en un invernadero del CIIDIR Oaxaca. Tres réplicas se
usaron por cada temporada de cada regién. El cultivo trampa se
estableci6 con sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench) y alfalfa (Me-
dicago sativa L.). Los contenedores se colocaron en invernadero,
y el riego se suministré a libre demanda durante todo el ciclo. Al
final del ciclo se tomaron muestras por triplicado de 50 g para la

extraccién de esporas.
Extraccién de esporas e identificacién de especies

La extraccién de esporas de HMA se realizé en muestras de
50 g de suelo, tanto en las muestras recolectadas en el campo
como de las obtenidas de las plantas trampa, mediante la técni-
ca de tamizado himedo y decantacién (Gerdemann y Nicolson,
1963) seguido de centrifugacién a 580 g, con soluciones al 20
y 60%.

Con un microscopio estereoscépico (Zeigen OLI, Ciudad de
México, México) se seleccionaron esporas con estructuras visibles
y en buen estado para colocarlas en portaobjetos con alcohol po-
livinilico en lactoglicerol adicionado con reactivo Melzer (PVLG
+ Melzer), para el conteo y clasificacién de esporas con base en

su morfologfa. La revisién se realizé con un microscopio éptico
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MI, USA), moisture content by gravimetry (CH), texture with
the Bouyoucos hydrometer, organic matter (MO) and organic
carbon (CO) concentration by Walkley and Black wet digestion
method, available phosphorus (PO4) by the Bray and Kurtz
method, according to the Mexican Official Standard NOM-021-
RECNAT-2000 (SEMARNAT, 2002).

Trap cultures

Trap cultures were established to obtain spores with higher
quality than those extracted from the original soils (Guadarrama-
Chavez et al., 2007). A mixture of soil with sand in a 1:1 (v: v)
ratio, disinfected by solarization and inoculated with 50 g of soil
from the corresponding region, in 0.5 L containers, was used as
substrate during a six-month cycle in a greenhouse at CIIDIR
Oaxaca. Three replicates were used for each season in each region.
The trap culture was established with sorghum (Sorghum bicolor
(L) Moench) and alfalfa (Medicago sativa L.). Containers were
placed in greenhouses, and irrigation was supplied on demand
throughout the cycle. At the end of the cycle, triplicate samples

of 50 g were taken for spore extraction.
Spore extraction and species identification

The extraction of AMF spores was carried out on 50 g
samples of soil, both from samples collected in the field and
from those obtained from trap plants, using the wet sieving and
decanting technique (Gerdemann and Nicolson, 1963) followed
by centrifugation at 580 g in sucrose gradient, with 20 and 60%
solutions.

With a stereo microscope (Zeigen OLI, Mexico City,
Mexico), spores with visible structures and in good condition
were selected and placed on slides with polyvinyl alcohol in
lactoglycerol added with Melzer reagent (PVLG + Melzer) for
counting and classification of spores based on their morphology.
The examination was performed with an optical microscope
(Nikon Optiphot II, Tokyo, Japan) with Nomarski interference
contrast and a micrometer ruler attached to one of the eyepieces
to measure the spores and their subcellular structures. For species
determination, the WVU-International Culture Collection of
(Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi (WVU-INVAM,
2016) website was consulted. The classification of AMF is
stated according to the proposals of Schiifler ez al. (2001) and
Redecker e al. (2013).

Mycorrhizal colonization

Roots from the previous crop cycle were collected from the

plots during dry season, and roots from the established crop were
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(Nikon Optiphot II, Tokio, Japén) con contraste de interferen-
cia de Nomarski y una reglilla micrométrica acoplada a uno de
los oculares para medir las esporas y sus estructuras subcelula-
res. Para la determinacién de las especies se consultaron en la
pdgina web de la Internacional Culture Collection of Vesicular
Arbuscular Mycorrhizal Fungi (WVU-INVAM, 2016). La clasi-
ficacién de los HMA se enuncia de acuerdo con las propuestas de

Schiifller et al. (2001) y Redecker ez al. (2013).
Colonizacién micorricica

Durante la temporada seca se recolectaron raices del ciclo de
cultivo anterior en las parcelas, y durante la temporada de lluvias
se utilizaron raices del cultivo establecido. Las raices se lavaron
con agua corriente abundante, se aclararon con KOH (10%) y
H,0, (2.5%),y se tehieron con azul de tripano 0.05% en 4cido
ldctico al 50% (Phillips y Hayman, 1970). En portaobjetos se
colocaron 25 segmentos de la raiz y se observaron en un micros-
copio compuesto (LEICA DFC230, Heerbrugg, Suiza) a 10X y
40X. El porcentaje de colonizacién micorricica se determiné con
base en la presencia de estructuras micorricicas: hifas, arbasculos
y vesiculas, tomando como positiva la presencia de cualquier es-

tructura observada (Giovannetti y Mosse, 1980).
Andlisis de datos

La estructura de las comunidades de HMA se caracterizé al
determinar la riqueza de especies, asi como el nimero total y la
abundancia relativa de las esporas. Respecto al estudio ecolégi-
co se determinaron los indices de diversidad de Shannon y de
Margalef. Para evaluar la similitud en la composicién de especies
entre regiones se calculé el indice de Morisita. Un escalamiento
multidimensional no paramétrico (NMDS), basado en la distan-
cia de Bray-Curtis, se utilizé para analizar la distribucién espa-
cial de las comunidades micorricicas de las cuatro regiones en las
dos temporadas, y se realizé un andlisis multivariado con base
en permutaciones (PERMANOVA) para evaluar las diferencias
significativas (Rodriguez-Caballero et al., 2017).

Un andlisis de varianza (ANDEVA) y luego la prueba de
comparacién de medias (Tukey, p=<0.05) se realizaron para los
indices de diversidad, abundancia de esporas y riqueza de espe-
cies. El disefio experimental fue completamente al azar, y cada
una de las regiones se consideré como tratamiento. El andlisis de
redundancia (RDA) se utiliz6 para evaluar la relacién entre las
propiedades fisicoquimicas del suelo y la distribucién de las espe-
cies de HMA en las cuatro regiones. Los datos de las propiedades
fisicas y quimicas de los suelos de las parcelas muestreadas no se
distribuyen de manera normal; por lo tanto, se analizaron con la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

used during the rainy season. Roots were washed with abundant
tap water, rinsed with KOH (10%) and H,O, (2.5%), and
stained with 0.05% trypan blue in 50% lactic acid (Phillips and
Hayman, 1970). Twenty-five root segments were placed on slides
and observed under a compound microscope (LEICA DFC230,
Heerbrugg, Switzerland) at 10X and 40X. The percentage of
mycorrhizal colonization was determined based on the presence
of mycorrhizal structures: hyphae, arbuscules, and vesicles, taking
as positive the presence of any structure observed (Giovannetti
and Mosse, 1980).

Data analysis

The structure of AMF communities was characterized by
determining species richness, as well as the total number and
relative abundance of spores. Regarding the ecological study, the
Shannon and Margalef diversity indexes were determined. To
evaluate the similarity in species composition between regions, the
Morisita index was calculated. A non-metric multidimensional
scaling (NMDS), based on the Bray-Curtis distance, was used to
analyze the spatial distribution of the mycorrhizal communities
of the four regions in the two seasons, and a permutation-based
multivariate analysis (PERMANOVA) was performed to evaluate
significant differences (Rodriguez-Caballero ez al., 2017).

An analysis of variance (ANOVA) was run and then a
test of means (Tukey, p<0.05) for diversity indexes, spore
abundance and species richness. The experimental design was
completely randomized, and each of the regions was considered
as a treatment. Redundancy analysis (RDA) was used to evaluate
the relationship between soil physicochemical properties and
AMEF species distribution in the four regions. Soil physical
and chemical properties data from the sampled plots were not
normally distributed; therefore, they were analyzed with the
Kruskal-Wallis nonparametric test.

The influence of soil properties on AMF spore abundance was
analyzed using the generalized linear model (GLM) and Poisson
regression. To evaluate the significance between seasons in the
Shannon index, Margalef index, mycorrhizal colonization, and
spore abundance, a two-way analysis of variance was performed
with two factors: region and sampling season. When significance
was found, the t-student test (p=<0.05) was applied by region to
compare significance between seasons in each region. Data were
analyzed with R Studio software (RStudio Team, 2015).

RESULTS AND DISCUSSION
Soil physicochemical characterization

The Kruskal-Wallis test indicated significant
differences in the physicochemical properties of the
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Con el modelo lineal generalizado (GLM) y la regresién de
Poisson se analizé la influencia de las propiedades del suelo en la
abundancia de esporas de HMA. Para evaluar significancia entre
temporadas en los indices de Shannon y de Margalef, coloniza-
cién micorricica y abundancia de esporas se realiz un andlisis
de varianza de dos vias: regién y temporada de muestreo, al en-
contrar significancia se aplicé la prueba de t-student (p=<0.05)
por regién para comparar significancia entre temporadas en cada
regién. Los datos se analizaron con el paquete estadistico R (R
Studio Team, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacién fisicoquimica del suelo

La prueba de Kruskal-Wallis indic6 diferencias
significativas en las propiedades fisicoquimicas de los
suelos entre las cuatro regiones estudiadas. El pH del
suelo de la regién I es moderadamente 4cido, y en las
demds regiones es neutro. En la regién VC se regis-
traron los valores menores de CE, CH, MO y CO;
pero tuvo el valor mayor de PO,. La regién M tuvo
CH mayor, mientras que la concentracién mds alta
de MO y CO se registré en el suelo de la regién Y.
Los suelos de las regiones I e Y tuvieron una textura
franco-arenosa, en tanto que en el suelo de la regién
M la textura fue franca y en la regién VC, areno-
francosa (Cuadro 1).

soils among the four regions studied. Soil pH in
region I is moderately acidic, and in the other regions
it is neutral. Region VC had the lowest values of CE,
CH, MO and CO, but the highest value of PO,.
Region M had the highest CH, while the highest
concentration of MO and CO was recorded in the
soil of region Y. The soils of regions I and Y had a
sandy loam texture, while in the soil of region M the
texture was loam and in region VC was loamy sand

(Table 1).

Mycorrhizal colonization

Mpycorrhizal colonization of maize did not vary
between regions (Tukey p>0.05). But there was
significance between seasons (p=0.012) in region
Y (t-student p=<0.05), with a higher colonization
value in the rainy season (Figure 1). The association
observed between the type of management in each
plot was notorious; mycorrhizal colonization of roots
tended to be lower where intensive monoculture was
carried out (Soka and Ritchie, 2018); and in plots
where native seed was used, mycorrhizal colonization
of maize plants was higher (Sangabriel-Conde ez
al., 2015). Another factor for differences was the
sampling season; in this research there was higher
mycorrhizal colonization in the wet season, which
agrees with data reported by Alvarez-Lopeztello ez al.

Cuadro 1. Descripcién de las propiedades fisicas y quimicas de los suelos de las regiones: Istmo (I),

Sierra Norte (Y), Mixteca (M) y Valles centrales (VC) del estado de Oaxaca, México, con

cultivo de maiz de temporal.

Table 1. Table 1. Description of the physical and chemical properties of the soils of the regions: Istmo
(I), Sierra Norte (Y), Mixteca (M) and Valles Centrales (VC) of the state of Oaxaca, Mexico,

with rainfed maize crop.

Propiedades I M \(
pH (H,0) 5.62 +.0.17 6.64 +0.06 6.56 £0.17 6.88 £0.03
CE (dS m) 0.24 + 0.01 0.43 +.003 0.18 + 0.006 0.11 +.003
CH (%) 1.67 £ 0.03 1.98 + 0.01 2.38 £ 0.03 1.66 +0.01
MO (%) 1.56 + 0.23 6.59 + 0.37 1.86 + 0.20 1.04 + 0.08
CO (%) 0.91+£0.13 3.82+£0.21 1.08 £ 0.11 0.61 + 0.40
PO, (mg kg") 245 +0.14 14.45 + 0.69 2.98 £ 0.61 49.4 +1.20
Textura Franco-arenoso Franco-arenoso Franco Areno-francoso

CE: conductividad eléctrica; CH; contenido de humedad; MO: contenido de materia orgdnica; CO:
carbono orgdnico; PO N fosforo disponible Bray. # CE: electric conductivity; CH: moisture content; MO:
organic matter content; CO: organic carbon; PO : Bray available phosphorus.
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Colonizacién micorricica

La colonizacién micorricica del maiz no varié
entre las regiones (Tukey p>0.05). Pero hubo signi-
ficancia entre temporadas (p=0.012) en la regién Y
(t-student p=<0.05), con un valor de colonizacién
mayor en la temporada de lluvias (Figura 1). La aso-
ciacién observada entre el tipo de manejo en cada
parcela fue notoria; la colonizacién micorricica de las
raices tendié a ser menor donde se realizé monoculti-
vo intensivo (Soka y Ritchie, 2018), y en las parcelas
donde se utilizé semilla nativa, la colonizacién mico-
rricica de las plantas de maiz fue mayor (Sangabriel-
Conde et al., 2015). Otro factor para diferencias
fue la temporada de muestreo; en esta investigacién
hubo una colonizacién micorricica mayor en la tem-
porada himeda, lo cual coincide con lo documenta-
do por Alvarez-Lopeztello er al. (2019). La coloni-
zacién observada en la regién Y puede deberse a la
perturbacién minima que se realiza en el suelo, y a la

(2019). The colonization observed in the region Y
may be due to the minimal disturbance to the soil and
the rapid recovery of native vegetation, which may
favor the multiplication of mycorrhizal communities
and increase the probability of interaction with the
crop in the following season (Hijri ez a/., 20006).

Composition of AMF communities

The AMF species reported belong to the families
Glomeraceae (29.2%), Acaulosporaceae (20.8%),
Claroideoglomeraceae  (16.7%),  Gigasporaceae
(16.7%), Ambisporaceae (8.3%), Entrophorporaceae
(4.2%), and Paraglomeraceac (4.2%), which
represent about 54% of the total number of families
belonging to Glomeromycota (Table 2). In the soils
of maize plots, 24 species were recorded, about 8%
of those described in the world and 16% of those
reported in Mexico (Chimal-Sdnchez ez al., 2020).
In regions M and VC 14 species were recorded, while
in regions I and Y there are 12 and 11, respectively.
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Figura 1. Colonizacién micorricica de maiz en cultivo de temporal de las regiones Istmo (I), Sierra norte (Y), Mixteca (M) y
Valles centrales (VC) del estado de Oaxaca, México, durante las temporadas de secas y lluvias. Las barras representan
promedios + error estindar. Sin diferencia estadistica (Tukey, p<0.05, n=36). *Diferencia significativa entre la misma

region para las dos temporadas (t-student, p<0.05).

Figure 1. Figure 1. Mycorrhizal colonization of maize in rainfed crops in the Istmo (I), Sierra Norte (Y), Mixteca (M) and
Valles centrales (VC) regions of the state of Oaxaca, Mexico, during dry and rainy seasons. The bars represent means
+ standard error. Values with no statistical difference (Tukey, p<0.05, n=36). *Significant difference between the two

seasons in the same region (t-student, p<0.05).
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recuperacién rdpida de la vegetacién nativa, lo cual
puede favorecer la multiplicacién de las comunidades
micorricicas, y aumentar la probabilidad de interac-
cién con el cultivo en la siguiente temporada (Hijri

et al., 20006).
Composicién de las comunidades de HMA

Las especies de HMA reportadas pertenecen a
las familias Glomeraceae (29.2%), Acaulosporaceae
(20.8%), Claroideoglomeraceae (16.7%), Gigaspo-
raceae (16.7%) Ambisporaceae (8.3%), Entrophor-
poraceae (4.2%) y Paraglomeraceae (4.2%), las cua-
les representan cerca del 54% del total de familias
pertenecientes a Glomeromycota (Cuadro 2). En los
suelos de las parcelas de maiz se registraron 24 espe-
cies, cerca de el 8% de las descritas en el mundo y
16% de las reportadas en México (Chimal-Sdnchez
et al., 2020). En las regiones M y VC se registraron
14 especies, mientras que en las regiones I e Y hay 12
y 11, respectivamente.

Las especies presentes en las cuatro regiones de
estudio £ geosporum'y R. intraradices, tienen también
los valores mayores de AR, lo cual coincide con lo
indicado por Reyes-Jaramillo ez a/. (2019) quienes re-
portaron a F mosseae y R. intraradices como especies
generalistas. Guadarrama-Chévez ez a/. (2007) tam-
bién observaron a £ geosporum en zonas semidridas
de México.

En las regiones I e Y se registré6 un niimero mayor
de especies de HMA en la temporada de lluvias, y en
las regiones M y VC el nimero de especies mayor se
encontré en la temporada seca. A pesar de esto, la
riqueza de especies no fue diferente (p>0.05) entre
regiones ni entre temporadas.

La abundancia de esporas en los suelos de las re-
giones I y VC fue mayor en la temporada himeda, en
la regién Y el nimero de esporas mayor ocurrié en la
temporada seca, y en la regién M la abundancia to-
tal de esporas no difiri6 entre temporadas. La abun-
dancia de esporas fue mayor en la regién Y (Tukey,
p=<0.05) en ambas temporadas (Figura 2). La can-
tidad de esporas aumenté cuando la planta de maiz
entr6 a la fase reproductiva (R1) con un decremento
conforme avanzé dicha fase (Tian ez al., 2011), pero
solo en la regién VC se observé dicha tendencia, ya
que en la regién Y la abundancia disminuyd significa-
tivamente durante la temporada himeda (Figura 2).

La riqueza de especies no tuvo variacién entre
temporadas, pero la abundancia de esporas si registrd
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Species present in the four study regions, F
geosporum and R. intraradices, also have the highest
AR values; this finding coincides with Reyes-
Jaramillo ez al. (2019) who reported F mosseae and R.
intraradices as generalist species. Guadarrama-Chdvez
et al. (2007) also observed F geosporum in semiarid
regions of Mexico.

In regions I and Y a higher number of AMF species
was recorded in the rainy season, and in regions M
and VC the highest number of species was found in
the dry season. Despite this, species richness was not
different (p>0.05) between regions or seasons.

Spore abundance in the soils of regions I and
VC was higher in the wet season, in region Y the
highest number of spores occurred in the dry season,
and in region M total spore abundance did not differ
between seasons. Spore abundance was higher in
region Y (Tukey, p<0.05) in both seasons (Figure
2). The number of spores increased when the maize
plant entered the reproductive phase (R1) with a
decrease as this phase progressed (Tian e# al., 2011),
but that trend only was observed in the VC region,
since for region Y abundance decreased significantly
during the wet season (Figure 2).

Species richness did not vary between seasons, but
spore abundance did show variation, with a higher
number of propagules during dry season sampling,
since the sporulation rate increases when there is
some type of stress related to soil (Alvarez-Lopeztello
et al., 2019).

AMF belonging to the family Glomeraceae had
higher relative abundance (AR) from 0.59 to 0.97 in
the four regions during the two seasons, with higher
presence in region Y in both seasons. Entrophospora
infrequens and  Scutellospora sp. are present only
in region 1. Claroideoglomus lamellosum, Glomus
microaggregatum, and R. fasciculatus are specific to
region M. Acaulospora kentinensis, A. morrowiae,
and Racocetra aff. fulgida are recorded only in region
VC. The morphospecies Glomus sp. is only reported
in the region Y, where the Claroideoglomus genus
is not present. In region VC, the presence of the
Ambispora genus was not recorded. Entrophospora
infrequens is only found in region I during the dry
season (AR=2.50), while Paraglomus occultum is only
present in the dry season in regions Y and VC (AR =
0.67 and 1.79, respectively).

Morisita index values indicate greater similarity
between the AMF communities of regions I and
Y with the highest value (0.96), and they share six
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Cuadro 2. Riqueza de especies (RE), abundancia relativa (AR) y niimero de esporas (NE) de hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) en las parcelas de maiz
con presencia de sequia en las regiones: Istmo, Sierra Norte, Mixteca y Valles centrales de Oaxaca (I, Y, M y VC), México durante dos temporadas: secas
y lluvias (S, LL).

Table 2.  Species richness (RE), relative abundance (AR), and spore number (NE) of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in maize plots exposed to drought in the
regions: Istmo, Sierra Norte, Mixteca and Valles Centrales of Oaxaca (I, Y, M and VC), Mexico, during two seasons: dry and rainy (S, LL).

I Y M VC
S LL S LL S LL S LL
NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR)

Acaulosporaceae 1 (0.03) 2 (0.01) 2 (0.01) 4 (0.04) 0 0) 2 (0.03) 5 (0.09) 5 (0.06)
Acaulospora excavata'®

Ingleby & C. Walker 1 (2.5) 1 (0.61) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (3.57) 1 (1.19)
A. kentinensis'(C.G. Wu & S.Liu)

Kaonongbua, J.B. Morton & Bever 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.79) 4 (4.76)
A. morrowiaeSpain & N.C. Schenck 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.79) 0 0)
A. scrobiculata Trappe 0 (0) 1 (0.61) 2 (1.34) 3 (3.13) 0 0) 0 (0) 1 (1.79) 0 0)
A. spinosa Oehl, Palenz., 1.C. Sinchez,

Tchabi, Hount. & G.A. Silva 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.04) 0 (0) 2 (2.63) 0 (0) 0 (0)
Ambisporaceae 5 (0.13) 6 (0.04) 0 0) 3 (0.03) 0 0) 1 (0.01) 0 0) 0 0)
Ambispora appendicula C. Walker? 5 (12.5) 6 (3.66) 0 (0) 2 (2.08) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
A. gerdemannii’ C. Walker,

Vestberg & Schuessler 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.04) 0 (0) 1 (1.32) 0 (0) 0 0)
Clareidoglomeraceae 2 (0.05) 12 (0.07) 0 (0) 0 0) 16 (0.21) 0 (0) 14 (0.25) 9 0.11)
Clareidoglomus claroideum

C. Walker & Schuessler? 0 (0) 5 (3.05) 0 (0) 0 (0) 1 (1.32) 0 (0) 8 (14.29) 0 (0)
C. etunicatum C. Walker & Schuessler 0 (0) 1 (0.61) 0 (0) 0 (0) 1 (1.32) 0 (0) 6 (10.71) 9 (10.71)
C. lamellosum’ C. Walker & Schuessler? 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (2.63) 0 (0) 0 (0) 0 0)
C. aff. lamellosum C. Walker & Schuessler 2 5) 6 (3.66) 0 (0) 0 (0) 12 (15.79) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Entrophosporaceae 1 (0.03) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0)
Entrophospora infrequens

R.N. Ames & R.W. Schneid 1 (2.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Glomeraceae 30 (0.75) 144  (0.88) 145 (0.97) 89  (0.93) 56 (0.74) 67 (0.88) 33 (0.59) 65 0.77)
Glomus microaggregatum

Koske, Gemma & Olexia 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.31) 0 (0) 0 (0) 0 0)
G. sp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.04) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Funneliformis geosporum

C. Walker & Schuessler? 15 (37.5) 85 (51.83) 108 (72.48) 43 (44.79) 19 (25) 14 (18.42) 18 (32.14) 17 (20.24)
E mosseae C. Walker & Schuessler? 0 (0) 12 (7.32) 0 (0) 2 (2.08) 6 (7.89) 24 (31.58) 0 (0) 14 (16.67)
Rhizophagus fasciculatus

C. Walker & Schuessler 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 0) 0 (0) 1 (1.32) 0 (0) 0 0)

Rb. Intraradices C. Walker & Schuessler 13 (32.5) 40  (24.39) 28 (18.79) 28  (29.17) 30 (39.47) 26  (34.21) 13 (23.21) 32 (38.1)
Septoglomus conscriptum

Sieverd., G.A. Silva & Oehl* 2 5) 7 (4.27) 9 (6.04) 15 (15.63) 0 (0) 2 (2.63) 2 (3.57) 2 (2.38)

Cuadro 2. Contintia
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Cuadro 2. Continuacién

M VC
LL S LL S LL LL
NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR) NE (AR)

Gigaasporaceae 1 (0.03) 0 0) 1 (0.01) 0 0) 4 (0.05) 6 (0.08) 3 (0.05) 5 (0.06)
Gigaspora candida Bhattacharjee,

Mukerji, J.P. Tewari & Skoropad 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (3.95) 1 (1.79) 1 (1.19
Racocetra aff. fulgida F.A. de Souza,

L.R. Silva, M.B. Barros-Barreto,

B.T. Goto & Oehl 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 0) 2 (3.57) 0 (0)
Scutellospora dipurpurascens

J.B. Morton & Koske 0 (0) 0 (0) 1 (0.67) 0 (0) 4 (5.26) 3 (3.95) 0 (0) 4 (4.76)
Scutellospora sp. 1 (2.5) 0 0) 0 0) 0 (0) 0 (0) 0 0) 0 (0) 0 (0)
Paraglomeraceae 0 0) 0 0) 1 (0.01) 0 0) 0 0) 0 0) 1 (0.02) 0 0)
Paraglomus occultum’

J.B. Morton & D. Redecker 0 (0) 0 (0) 1 (0.67) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1.79) 0 (0)
NE 40 16.4 149 96 76 76 56 84
RT 8 10 6 9 9 8 12 9
RE 12 11 14 14

"Nuevos registros para el estado de Oaxaca, México. *Especie detectada en cultivos trampa. NE: niimero total de esporas; RT: riqueza por temporada; RE: riqueza total de
especies. % "New records at the state of Oaxaca, Mexico. Species was detected in trap cultures. NE: total number of spores; RT: richness by season; RE: total richness of

species.
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Figura 2. Abundancia de esporas de hongos micorrizégenos arbusculares en el suelo rizosférico de maiz en parcelas de temporal
de las regiones: Istmo (I), Sierra norte (Y), Mixteca (M) y Valles centrales (VC) del estado de Oaxaca, México. Las
Barras representan promedios + error estdndar; letras distintas indican diferencia estadistica (Tukey, p=<0.05, n=24).
*Significancia entre las dos temporadas en la misma regién (z-student, p<0.05).

Figure 2. Abundance of spores of arbuscular mycorrhizal fungi in rhizospheric soil of maize in rainfed plots in the regions: Istmo
(I), Sierra Norte (Y), Mixteca (M) and Valles Centrales (VC) of the state of Oaxaca, Mexico. Bars represent means +
standard error; different letters indicate statistical difference (Tukey, p<0.05, n=24). *Significance between the two

seasons in the same region (t-student, p<0.05).

variacién, con cantidad de propdgulos mayor duran-
te los muestreos realizados en la temporada seca, ya
que la tasa de esporulacién aumenta cuando existe
algun tipo de estrés en el suelo ( AlvareZ—LopeZtello
et al., 2019).

Los HMA pertenecientes a la familia Glomera-
ceae tuvieron mayor abundancia relativa (AR), de
0.59 a 0.97 en las cuatro regiones durante las dos
temporadas, con presencia mayor en la regién Y en
las dos temporadas. Las especies Entrophospora in-
Srequens 'y Scutellospora sp. estin presentes s6lo en la
region 1. Claroideoglomus lamellosum, Glomus microa-
ggregatum'y R. fasciculatus son especificas de la regién
M. Acaulospora kentinensis, A. morrowiae y Racocetra
aff. fulgida se registran tnicamente en la regién VC.
La morfoespecie Glomus sp. solo se reporta en la re-
gién 'Y, donde no hay presencia del género Claroideo-
glomus. En la regién VC no se registrd la presencia

species. However, regions M and VC had higher
species richness, but with a lower index value (Table
3).

The region with the highest AMF diversity
according to the Shannon index was VC, but in this
region we recorded lower spore abundance. Regarding
the comparison of Shannon’s diversity index between
seasons for each region, only in region Y there was a
significant difference (¢, p=0.038). According to the
Margalef index, there were no differences in AMF
diversity among regions or between seasons in each
region (Table 4).

According reports of AMF diversity
in agricultural plots, the dominant family is
Glomeraceae; this agrees with our findings. Such
dominance may be attributed to the tolerance of
Glomeraceae to soil disturbance (Guadarrama-

Chavez et al., 2007;

to
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del género Ambispora. Entrophospora infrequens solo
se encuentra en la regién I durante la temporada seca
(AR=2.50), mientras que Paraglomus occultum solo
estd presente en la temporada seca en las regiones Y y
VC (AR = 0.67 y 1.79, respectivamente).

Los valores del indice de Morisita indican simi-
litud mayor entre las comunidades de HMA de las
regiones [ e Y con el valor mayor (0.96), y compar-
ten seis especies. No obstante, las regiones M y VC
tuvieron riqueza de especies mayor, pero con un valor
del indice menor (Cuadro 3).

La regién con diversidad mayor de HMA de
acuerdo con el indice de Shannon fue VC, pero en
esta region se registré abundancia menor de esporas.
Respecto a la comparacién del indice de diversidad
de Shannon entre temporadas por cada regién, solo
en la regién Y se registré una diferencia significativa
(#, p=0.038). Segin el indice de Margalef, no hubo
diferencias en la diversidad de HMA entre regiones
ni entre temporadas en cada regién (Cuadro 4).

De acuerdo con reportes de diversidad de HMA
en parcelas agricolas, la familia dominante es Glo-
meraceae, lo cual coincide con nuestros hallazgos.
Dicha dominancia puede atribuirse a la tolerancia de
Glomeraceae ante la perturbacién del suelo (Guada-
rrama-Chdvez et al., 2007; Marinho ez al., 2019).

La riqueza de especies no fue diferente (p > 0.05)
entre las regiones estudiadas, pero es importante re-
saltar que la amplitud varié entre 11 y 14 especies.
Guadarrama-Chdvez et al. (2007) encontraron 13
especies de HMA en parcelas de maiz en la regién de
Nizanda (Oaxaca), mientras que Gonzélez-Cortés ez
al. (2012) encontraron 12 a 13 especies en parcelas
de maiz en el centro de México, lo cual coincide con
los valores de nuestra investigacién. Las regiones VC
y M cuentan con mayor niimero de especies registra-
das y tienen la similitud mds alta (0.92) entre si. Cabe
senalar que este es uno de los primeros acercamien-
tos a la diversidad micorricica presente en parcelas de
maiz en la regién Y, lo cual adquiere una relevancia
alta al encontrar una riqueza de especies (11) consi-
derable.

En esta investigacién se reportan registros nue-
vos para el estado de Oaxaca (Acaulospora excavata,
A. kentinensis, Ambispora gerdemannii, Claroideoglo-
mus lamellosum y Paraglomus occultum), ademds de
tres morfotipos no identificados. La riqueza de HMA
observada puede atribuirse a una mecanizacién re-
ducida o nula y a la utilizacién baja de insumos y
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Cuadro 3. Indice de similitud de Morisita para la riqueza de
especies de hongos micorrizégenos arbusculares
(HMA) de parcelas de maiz de temporal de las
regiones Istmo (I), Sierra norte (Y), Mixteca (M)
y Valles centrales (VC) del estado de Oaxaca,
México.
Table 3. Morisita similarity index for species richness of
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in rainfed
maize plots in the Istmo (I), Sierra Norte (Y),
Mixteca (M) and Valles Centrales (VC) regions of
the state of Qaxaca, Mexico.

Regién Y M VC
I 0.96 (6" 0.79 (7) 0.84 (8)
Y 0.66 (7) 0.73 (7)
M 0.92 (8)

"Ntmero de especies de HMA compartidas entre las regiones. <
"Number of AMF species shared between regions.

Species richness was not different (p > 0.05)
among the regions studied, but it is important to
highlight that the range varied between 11 and 14
species. Guadarrama-Chévez er al. (2007) reported
13 AMEF species in maize plots in the Nizanda region
(Oaxaca), while Gonzilez-Cortés et al. (2012) found
12 to 13 species in maize plots in central Mexico;
these coincide with the values of our research. The

Cuadro 4. Indices de diversidad de especies de hongos
micorrizégenos arbusculares de parcelas de maiz
de las regiones Istmo (I), Sierra norte (Y), Mixteca
(M) y Valles centrales (VC) del estado de Oaxaca,
México.

Table 4. Species diversity indexes of arbuscular mycorrhizal

fungi in maize plots in the Istmo (I), Sierra Norte
(Y), Mixteca (M) and Valles centrales (VC) regions

of the state of Oaxaca, Mexico.

Regién Shannon Margalef
I 1.16 b +0.11 1.20a +0.20
Y 1.00 b +0.12 1.01 a +0.15
M 1.29b +0.09 1.39a +0.15
VC 1.47 a +0.08 1.62 a +0.15

Promedios 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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agroquimicos, ademds del uso de semilla nativa. San-
gabriel-Conde er al. (2015) sefalaron que hay una
interaccién fuerte entre el genotipo de maiz utilizado
y la comunidad micorricica presente en el suelo.

Relacién entre las propiedades fisicoquimicas del
suelo y las comunidades de HMA

El escalamiento multidimensional no-paramétri-
co (NMDS) (Figura 3) y el andlisis con permutacio-
nes (PERMANOVA) mostraron diferencias entre las
regiones en las dos temporadas (F=3.17, p<0.001).

Con el andlisis de redundancia (RDA) (Figura 4)
se registré que la riqueza de HMA en las cuatro re-
giones estd asociada a las propiedades fisicoquimicas
de los suelos (Figura 4). Las especies asociadas con
la conductividad eléctrica (CE) y materia orgdni-
ca (MO) fueron: Acaulospora scrobiculata, Glomus

regions VC and M have the highest number of
species recorded and have the highest similarity
(0.92) between them. It should be noticed that this
is one of the first approaches to the mycorrhizal
diversity present in maize plots in the region Y, which
acquires a high relevance by finding a considerable
species richness (11).

This research reports new records for the state
of Oaxaca (Acaulospora excavata, A. kentinensis,
Ambispora gerdemannii, Claroideoglomus lamellosum,
and Paraglomus occultum), in addition to three
unidentified morphotypes. The richness of AMF
observed can be attributed to low or no mechanization
and low use of inputs and agrochemicals, along with
the use of native seed. Sangabriel-Conde ez a/. (2015)
indicated that there is a strong interaction between
the maize genotype used and the mycorrhizal
community present in the soil.
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Figura 3. Escalamiento multidimensional no-paramétrico (NMDS) de la composicién de comunidades micorrizégenas en
parcelas de maiz de temporal en cuatro regiones con incidencia de sequia en Oaxaca, México. I: Istmo, Y: Sierra Norte,
M: Mixteca y VC: Valles centrales, Tseca: Temporada seca y Tlluvias: Temporada lluviosa.

Figure 3. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) of mycorrhizal community composition in rainfed maize plots in four
regions with drought incidence in Oaxaca, Mexico. I: Istmo, Y: Sierra Norte, M: Mixteca and VC: Valles centrales; Tseca:

Dry season and Tlluvias: Rainy season.
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de maiz de temporal en cuatro regiones con incidencia de sequia en Oaxaca, México. (CE) conductividad eléctrica,
(CH) contenido de humedad, pH, (MO) materia orgénica, (PO,) fésforo disponible. A: Acaulospora excavata, B: A.
kentinensis, C: A. morrowiae, D: A. scrobiculata, E: A. spinossisima, F: Ambispora appendicula, G: A. gerdemannii, H:
Claroideoglomus claroideum, 1: C. etunicatum, J: C. lamellosum, K: C. lamellosum aft. lamellosum, L: Entrophospora
infrequens, M: Funneliformis geosporum, N: F. mosseae, O: Gigaspora candida, P: Glomus microaggregatum, Q: Glomus
sp., R: Paraglomus occultum, S: Racocetra aff. fulgida, T: Rhizophagus fasciculatus, U: R. intraradices, V: Scutellospora
dipurpurascens, W: Scutellospora sp., X: Septoglomus constrictum.

Redundancy analysis (RDA) between arbuscular mycorrhizal fungi species and soil properties in rainfed maize plots
in four regions with drought incidence in Oaxaca, Mexico. (CE) electric conductivity, (CH) moisture content, pH,
(MO) organic matter (PO,) available phosphorus. A: Acaulospora excavata, B: A. kentinensis, C: A. morrowiae, D:
A. scrobiculata, E: A. spinossisima, ¥: Ambispora appendicula, G: A. gerdemannii, H: Claroideoglomus claroideum,
I: C. etunicatum, J: C. lamellosum, K: C. lamellosum aff. lamellosum, L: Entrophospora infrequens, M: Funneliformis
geosporum, N: F. mosseae, O: Gigaspora candida, P: Glomus microaggregatum, Q: Glomus sp., R: Paraglomus
occultum, S: Racocetra aff. fulgida, T: Rhizophagus fasciculatus, U: R. intraradices, V: Scutellospora dipurpurascens, W:
Scutellospora sp., X: Septoglomus constrictum.

sp., Paraglomus occultum, Septoglomus constrictum y
Funneliformis geosporum. Las especies Ambispora ger-
demannii'y Rhizophagus intraradices tuvieron asocia-
cién positiva con el contenido de humedad, mientras
que las especies Acaulospora kentinensis, A. morrowiae,
Racocetra aft. fulgida, Claroideoglomus etunicarum, C.
claroideum, C. lamellosum y C. aff. lamellosum estu-
vieron asociadas con el fésforo disponible.
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Relationship between soil physicochemical
properties and AMF communities

Non-parametric ~ multidimensional ~ scaling
(NMDS) (Figure 3) and permutation analysis
(PERMANOVA) showed differences among regions
in the two seasons (F=3.17, p<0.001).
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De acuerdo con el modelo lineal generalizado
hubo una relacién significativa entre las propiedades
del suelo y la abundancia de esporas. La abundancia
de esporas tuvo asociacién positiva y directa con con-
ductividad eléctrica, contenido de humedad y con-
centracién de fésforo disponible, pero la relacién con
el pH fue negativa (Cuadro 5).

La abundancia de esporas en las parcelas estudia-
das fue mucho menor que la registrada por Reyes-
Jaramillo ez al. (2019) en otra regién del estado de
Oaxaca (Figura 2). Al respecto se ha mencionado que
la tasa de esporulacién baja puede ser una caracteris-
tica propia de las comunidades de HMA presentes
en el suelo.

A pesar de que la abundancia y diversidad de
HMA estd asociada a niveles de fésforo bajos en el
suelo ( Marinho ez al., 2019), en esta investigacion la
diversidad mayor se registré en el suelo con nivel ma-
yor de PO,, y la abundancia de esporas mis alta, en
suelos con los contenidos medios de PO, disponible.

CONCLUSIONES

Los suelos estudiados tienen textura media a mo-
deradamente gruesa, con pH que varia de modera-
damente dcido a neutro, contenido bajo de materia
orgdnica, a excepcién del suelo de la regién Sierra
Norte. La interaccién de los hongos micorricicos ar-
busculares y las plantas de maiz es alta, con niveles de
colonizacién superiores al 60%. En la Sierra Norte
se registré colonizacién micorricica mayor duran-
te la temporada de lluvias y abundancia mis alta

Redundancy analysis (RDA) (Figure 4) showed
that AMF richness in the four regions is associated
with the physicochemical properties of the soils
(Figure 4). The species associated with electrical
conductivity (CE) and organic matter (MO) were
Acaulospora  scrobiculata, Glomus sp., Paraglomus
occultum, Septoglomus constrictum, and Funneliformis
geosporum. Ambispora gerdemannii and Rhizophagus
intraradices were positively associated with moisture
content, while Acaulospora kentinensis, A. morrowiae,
Racocetra aff. fulgida, Claroideoglomus etunicatum,
C. claroideum, C. lamellosum, and C. aff. lamellosum
were associated with available phosphorus.

According to the generalized linear model,
there was a significant relationship between soil
properties and spore abundance. Spore abundance
was positively and directly associated with electrical
conductivity, moisture content, and available
phosphorus concentration, but the relationship with
pH was negative (Table 5).

The spore abundance in the studied plots was
lower than that reported by Reyes-Jaramillo ez al.
(2019) in another region of the state of Oaxaca
(Figure 2). In this regard, it has been mentioned that
the low sporulation rate may be a characteristic of
AMF communities present in the soil.

Although AMF abundance and diversity are
associated with low soil phosphorus levels (Marinho
et al., 2019), in this research the highest diversity
was recorded in soil with higher PO . level, and the
highest spore abundance in soils with the medium
available PO, contents.

Cuadro 5. Relacién entre la abundancia de esporas de hongos micorricicos ar-

busculares y las propiedades fisicoquimicas del suelo de parcelas de

maiz de temporal en el estado de Oaxaca, México, utilizando el mo-

delo lineal generalizado (Regresién de Poisson).
Table 5. Relationship between spore abundance of arbuscular mycorrhizal fungi
and soil physicochemical properties in rainfed maize plots in the state of
Oaxaca, Mexico, using the generalized linear model (Poisson regression).

Estimacién S.E. Valor-Z ?
Abundancia de esporas vs
Conductividad eléctrica 4.22 0.45 9.41 <0.001
Contenido de humedad 2.18 0.36 6.13 <0.001
Fésforo disponible 0.74 0.13 5.63 <0.001
pH -0.77 0.23 -3.28 <0.01
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de esporas en la temporada de secas. La riqueza de
HMA registrada fue de 24 especies, lo cual representa
cerca del 22% de las especies reportadas en México y
el 33% de Oaxaca.

Nuestro estudio registré la presencia de dos espe-
cies generalistas, Funneliformis geosporus y Rhizopha-
gus intraradices, y cinco reportes nuevos para el esta-
do de Oaxaca (Acaulospora excavata, A. kentinensis,
Ambispora gerdemannii, Claroideoglomus lamellosum
y Paraglomus occultum), ademds de tres morfoespe-
cies aun no identificadas. Estos resultados resaltan
una diversidad importante de hongos micorricicos
arbusculares, y confirman su potencial micorricico
en el cultivo de maiz en condiciones de temporal en
regiones semidridas de Oaxaca, México, caracteristica
critica para enfrentar el estrés hidrico en el suelo.
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CONCLUSIONS
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species, Funneliformis geosporus and Rhizophagus
intraradices, and five new reports for the state
of Oaxaca (Acaulospora excavata, A. kentinensis,
Ambispora gerdemannii, Claroideoglomus lamellosum,
and Paraglomus occultum), in addition to three
morphospecies not yet identified. These results
highlight an important diversity of arbuscular
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RESUMEN

Los residuos agricolas y pastos henificados con mds de 150 d de
rebrote se caracterizan por su alto contenido en fibra y Pleuro-
tus ostreatus digiere lignina, celulosa y hemicelulosa. La hipétesis
fue que Pleurotus ostreatus mejora las caracteristicas quimicas y el
valor nutricional de rastrojos y pasturas para la alimentacién pe-
cuaria. El objetivo fue determinar las caracteristicas quimicas de
valor nutricional, produccién de biogds y degradaciones in vitro
de rastrojo de maiz y pasto mulato (Brachiaria hibrido) tratado
con las cepas MR y P15 de P ostreatus por 15 y 30 d en fermen-
tacién solida. Las cepas se reactivaron en agar papa-dextrosa y se
propagé en sorgo. En un matraz Erlenmeyer se colocaron 50 g
de sustrato estéril (80% de humedad) y 5% de in6culo y se fer-
mentaron por 15y 30 d. Al término, se determinaron las caracte-
risticas quimicas de valor nutricional, se estimé la produccién de
biogds y metano (CH,) y degradaciones de materia seca (DMS)
y de fibra detergente neutro (DFDN). El disefio experimental
fue completamente al azar con arreglo factorial 2°. Los fermentos
de rastrojo de maiz en 30 d presentaron contenido mayor de
proteina cruda. El contenido menor de fibra detergente neutro
(FDN) estuvo en rastrojo de maiz con cualquier cepa. El rastrojo
de maiz con P15 redujo mds fibra detergente dcido (FDA) que
MR. El fermento con 30 d mostré mayor FDA en los sustratos
evaluados. El pasto mulato con la cepa MR produjo mds biogis
acumulado que con P15. Los fermentos con 30 d produjeron
mds biogds acumulado que los de 15 d (p=<0.05). Ni los sustratos
ni las cepas mostraron diferencias en la produccién de CH, acu-

mulado (p>0.05). Los fermentos de 30 d con cualquier cepa en
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Recibido: enero, 2020. Aprobado: septiembre, 2020.
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ABSTRACT

Agricultural residues and hay pastures with more than 150 d of
regrowth are characterized by their high fiber content; Pleurotus
ostreatusdigestslignin, cellulose and hemicellulose. The hypothesis
of this study was that Pleurotus ostreatus improves the chemical
characteristics and nutritional value of crop residues and pasture
for animal feeding. The objective was to determine the chemical
characteristics of nutritional value, biogas production and in
vitro degradation of corn stubble and mulatto grass (Brachiaria
hybrid) treated with the MR and P15 strains of P ostreatus for
15 and 30 d in solid fermentation. The strains were reactivated
on potato dextrose agar medium, and propagated on sorghum.
In an Erlenmeyer flask, 50 g of sterile substrate (80% humidity)
and 5% inoculum were placed and fermented for 15 and 30
days. At the end, we determined the chemical characteristics of
nutritional value, and estimated the production of biogas and
methane (CH,), and the degradation of dry matter (DMS) and
neutral detergent fiber (DFDN). The experimental design was
completely randomized with a 2° factorial arrangement. The
corn stubble ferments at 30 d presented higher crude protein
content. The lowest neutral detergent fiber (FDN) content was
found in corn stubble with any strain. Corn stubble with P15
reduced more acid detergent fiber (FDA) than MR. The ferment
of 30 d showed higher FDA in the evaluated substrates. Mulatto
grass with MR strain produced more accumulated biogas than
with P15. Ferments of 30 d produced more accumulated biogas
than those of 15 d (p=<0.05). Neither the substrates nor the
strains showed differences in the production of accumulated
CH, (p>0.05). The 30 d ferments with any strain in corn stubble
showed higher DMS and DFDN (p=<0.05). Pleurotus ostreatus

improved the nutrient content and the iz vitro fermentative



AGROCIENCIA, 1 de enero - 15 de febrero, 2021

rastrojo de maiz mostraron DMS y DFDN mayores (p=<0.05).
Pleurotus ostreatus mejoré el contenido de nutrientes y las carac-
teristicas fermentativas iz vitro de rastrojo de maiz y pasto mula-

to tratados por fermentacién sélida.

Palabras clave: fermentacién solida, rastrojo de maiz, Brachiaria

hibrido, Pleurotus ostreatus.
INTRODUCCION

os residuos agricolas y los pastos henificados

con més de 150 d de rebrote constituyen una

parte importante en la alimentacién de los
rumiantes. Estos ingredientes se caracterizan por su
contenido de fibra con un contenido alto de lignina,
la cual forma complejos lignoceluldsicos dificiles de
digerir por los microorganismos ruminales y limita
su digestién (Shrivastava ez al., 2011; Olivera-De
la Cruz er al., 2019). Diversos métodos de pretra-
tamiento existen para mejorar la digestibilidad, que
se clasifican como quimicos, mecdnicos y bioldgi-
cos o sus combinaciones para reducir el contenido
de fibra, en particular el complejo lignocelulésico
(Peldez-Acero et al., 2011; Shrivastava et al., 2011;
Sénchez-Santilldn ez al., 2015a). Los pretratamientos
bioldgicos presentan ventajas sobre los pretratamien-
tos quimicos y mecdnicos, como es el uso menor de
productos quimicos téxicos y corrosivos, rendimien-
to mayor de producto final y reaccién secundaria me-
nor (Shrivastava ez al., 2011).

Los métodos biolégicos incluyen el uso hongos
de podredumbre blanca por la produccién de enzi-
mas extracelulares (Shrivastava et 4l., 2011; Tuyen ez
al., 2012) como celulasas, xilanasas, peroxidasas de
lignina, manganeso peroxidasas y lacasas (Shrivastava
et al., 2011), las cuales mejoran el valor nutritivo de
subproductos agricolas con contenido de fibra alto
y henos de pastos muy lignificados (Tuyen ez al.,
2012). Por este tipo de produccién de enzimas, los
hongos de podredumbre blanca son eficaces en la
deslignificacién de este tipo de compuestos fibrosos y
aumentan el acceso a los carbohidratos estructurales
para mejorar su digestién en el rumen (Shrivastava ez
al., 2011; Nayan ez al., 2018).

Los hongos de podredumbre blanca se usan en
fermentaciones sélidas y algunos ejemplos son Pha-
nerochaete chrysospo, Pleurotus sp., Lentinus edodes,
Coriolus Versi, etc. (Shrivastava et al., 2011). Pleurotus
ostreatus es un hongo que degrada lignina, celulosa y
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characteristics of corn stubble and mulatto grass treated using

solid fermentation.

Key words: solid fermentation, corn stubble, Brachiaria hybrid,

Pleurotus ostreatus.
INTRODUCTION

gricultural residues and hay pastures with

regrowth of more than 150 d constitute

n important part of ruminant feeding.
These ingredients are characterized by their fiber
content with a high lignin content, which forms
lignocellulosic complexes that are difficult to digest
by ruminal microorganisms and limit their digestion
(Shrivastava et al., 2011; Olivera-De la Cruz ez al.,
2019). There are various pretreatment methods to
improve digestibility, which are classified as chemical,
mechanical and biological or their combinations
to reduce the fiber content, in particular the
lignocellulosic complex (Peldez-Acero et al., 2011;
Shrivastava et al., 2011; Sinchez-Santillin ez 4l.,
2015a). Biological pretreatments have advantages
over chemical and mechanical ones, such as the lower
use of toxic and corrosive chemicals, higher yield
of the final product and lower secondary reaction
(Shrivastava et al., 2011).

Biological methods include the use of white rot
fungi for the production of extracellular enzymes
(Shrivastava ez al., 2011; Tuyen ez al., 2012), such as
cellulases, xylanases, lignin peroxidases, manganese
peroxidases and laccases (Shrivastava ez al., 2011),
which improve the nutritional value of high-
fiber agricultural by-products and highly lignified
grass hay (Tuyen ez al., 2012). Due to this type of
enzyme production, white rot fungi are effective in
delignifying this type of fibrous compounds and
increasing access to structural carbohydrates to
improve their digestion in the rumen (Shrivastava ez
al., 2011; Nayan ez al., 2018).

White rot fungi are used in solid fermentations
and some examples are Phanerochaete chrysospo,
Pleurotus sp., Lentinus edodes, Coriolus Versi, etc.
(Shrivastava et al, 2011). The Pleurotus ostreatus
fungus degrades lignin, cellulose, and hemicellulose
through extracellular enzyme complexes (Olivera-De
la Cruz et al., 2019) that release monosaccharides
from the substrate cell wall (Luna et /., 2013). The
fungus shows flexibility in its environmental and



DEGRADACION DE SUSTRATOS LIGNOCELULOSICOS Y PRODUCCION DE BIOGAS /1 vitro POR FERMENTACION SOLIDA CON Pleurotus ostreatus

hemicelulosa por medio de complejos enzimdticos
extracelulares (Olivera-De la Cruz ez al., 2019) que
liberan monosacdridos a partir de la pared celular
del sustrato (Luna ez 4/, 2013). El hongo muestra
flexibilidad en sus requerimientos ambientales y de
temperatura para desarrollo (Sinchez-Santilldn ez 4/.,
2015b). Entre los sustratos usados en la fermentacién
solida estdn el rastrojo de maiz y la paja de cebada; asi
como, una variedad de subproductos agricolas y pas-
tos altamente lignificados (Tuyen ez a/., 2012; Luna
et al., 2013; Sinchez-Santilldn ez al., 2015b; Nayan
etal., 2018).

La hipétesis en este estudio fue que las cepas MR
y P15 de P. ostreatus reducen el contenido de fibras
detergentes y aumentan la disponibilidad de carbo-
hidratos estructurales en la degradacién in vitro de la
materia seca y fibra detergente neutro del rastrojo de
maiz y pasto mulato (Brachiaria hibrido). Por tanto,
el objetivo fue determinar las caracteristicas quimicas
de valor nutricional, produccién de biogds y degra-
daciones 7z vitro de rastrojo de maiz y pasto mulato
tratado con las cepas MR y P15 de P ostreatus por 15
y 30 d de fermentacién sélida.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se realizé en el Laboratorio de Nutricién Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 de la
Universidad Auténoma de Guerrero ubicada en el municipio de
Cuajinicuilapa, Guerrero, México. Estd situado a 16° 08” N y
98°23” O, en altitud de 50 m, predomina un clima cdlido sub-
hdmedo con lluvias en verano, con precipitacién media anual de
1200 mm y una temperatura promedio anual de 25 °C (INEGI,
2018).

Cepas de Pleurotus ostreatus

Las cepas fueron MR y P15 de Pleurotus ostreatus. Para la
reactivacién de las cepas se preparé un medio de cultivo con
base en agar papa-dextrosa (BD Bioxon®). El medio se esterilizé
por 15 min a 15 PSI'y 121 °C en una autoclave (All American’
1941X, USA). El medio se vertié en cajas Petri hasta su solidifi-
cacién y se conservaron a 4 °C hasta su uso. Las cajas Petri se ino-
cularon con cada cepa, se sellaron con papel Parafilm (Bemis®) y
se incubaron a temperatura ambiente (promedio 30 °C) por 4 d.

Después se prepard el inéculo, se hirvieron 500 g de sorgo
entero en 1 L de agua destilada por 30 min y se filtr6 para eli-

minar el exceso de agua. A continuacidn, el sorgo se colocé en

temperature requirements for development (Sinchez-
Santilldn ez al., 2015b). Among the substrates used in
solid fermentation are corn stubble and barley straw;
as well as a variety of highly lignified agricultural by-
products and grasses (Tuyen ez a/., 2012; Luna ez al.,
2013; Sanchez-Santilldn ez al., 2015b; Nayan ez al.,
2018).

The hypothesis of this study is that the MR
and P15 strains of P ostreatus reduce the content
of detergent fibers and increase the availability of
structural carbohydrates, at the in vitro degradation
of dry matter and neutral detergent fiber of corn
stubble and mulatto grass (hybrid Brachiaria).
Therefore, the objective was to determine the
chemical characteristics of nutritional value, biogas
production and iz vitro degradation of corn stubble
and mulatto grass treated with the MR and P15 strains
of P ostreatus for 15 and 30 d of solid fermentation.

MATERIALS AND METHODS
Study site

The study was carried out in the animal nutrition laboratory
of the Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 of the
Universidad Auténoma de Guerrero, located in the municipality
of Cuajinicuilapa, Guerrero, Mexico. It is located at 16° 08” N
and 98 ° 23” W/, at 50 m altitude, with a warm subhumid climate
with rains in summer, an average annual rainfall of 1200 mm,
and average annual temperature of 25 °C (INEGI, 2018).

Pleurotus ostreatus strains

The strains were MR and P15 of Pleurotus ostreatus. For
the reactivation of the strains, we prepared a culture medium
based on potato-dextrose agar (BD Bioxon®). The medium was
sterilized for 15 min at 15 PSI and 121 °C in an autoclave (All
American® 1941X, USA). The medium was poured into Petri
dishes until solidification, and they were stored at 4 °C until use.
The Petri dishes were inoculated with each strain, sealed with
Parafilm paper (Bemis®) and incubated at room temperature
(average 30 °C) for 4 d.

Then the inoculum was prepared, 500 g of whole sorghum
were boiled in 1 L of distilled water for 30 min, and filtered
to remove water excess. The sorghum was then placed in an
Erlenmeyer flask, the flask was capped, a cotton and brown paper
plug was placed and sterilized. In a biosafety hood (Labconco®,
USA), the flask was cooled to room temperature and inoculated
with 10 mycelium agar cylinders (1 cm diameter), and incubated

at room temperature for 10 d.
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un matraz Erlenmeyer, el matraz se tapd, se coloc6 un tapén de
algodén y papel de estraza y se esteriliz6. En una campana de
bioseguridad (Labconco®, USA), el matraz se enfrié a temperatura
ambiente y se inoculé con 10 cilindros de agar con micelio (1 cm

didmetro) y se incubaron a temperatura ambiente por 10 d.
Sustratos

Los sustratos fueron pasto mulato (Brachiaria hibrido) con
una edad de rebrote de 150 d y rastrojo de maiz. Los sustra-
tos se deshidrataron en una estufa (Felisa® FE-293a, México)
a 60 °C por 72 h y se molieron en molino convencional con ma-
lla de 0.5 cm de didmetro. En matraces Erlenmeyer se colocaron
50 g de cada sustrato con 80% de humedad, se colocé un tapén

de algodén y papel de estraza y se esterilizo.
Fermento sélido

En una campana de bioseguridad (Labconco®, USA), los ma-
traces con el sustrato estéril se inocularon con 5% P/P de in6culo
de MR o P15 de P ostreatus. Después se colocé un tapédn de al-
godén y se incubaron a temperatura ambiente (30 “C promedio)
por 15y 30 d. Al término del periodo de fermentacién sélida, el
fermento se deshidraté a 60 °C hasta peso constante en una es-
tufa (Felisa® FE-293A, México). Luego, el fermento se molié con
una criba de 1 mm en un molino Thomas-Wiley Mill (Thomas
Scientific®, Swedesboro, NJ, USA) segtin el método 950.02 de la
AOAC (2005).

Andlisis quimico para determinar valor nutricional

En los sustratos rastrojo de maiz y pasto mulato (Cuadro 1) y en
los fermentos sélidos se determiné proteina cruda (PC; método
976.05), cenizas (Ce; método 942.05) y materia orgdnica (MO)
de acuerdo con AOAC (2005); ademds, fibra detergente neutro

Substrates

The substrates were mulatto grass (Brachiaria hybrid) with
a regrowth age of 150 d, and corn stubble. The substrates were
dehydrated in an oven (Felisa® FE-293a, Mexico) at 60 °C for
72 h and ground in a conventional mill with a mesh of 0.5 cm
in diameter. In Erlenmeyer flasks, 50 g of each substrate were
placed with 80% humidity, a cotton plug and brown paper, and

sterilized.
Solid ferment

In a biosafety hood (Labconco®, USA), the flasks with the
sterile substrate were inoculated with 5% P/P inoculum of MR
or P15 of P ostreatus. Then a cotton plug was placed and they
were incubated at room temperature (30 °C average) for 15 and
30 d. At the end of the solid fermentation period, the ferment was
dehydrated at 60 °C to constant weight in an oven (Felisa® FE-
293A, Mexico). The ferment was then ground through a 1 mm
sieve in a Thomas-Wiley Mill (Thomas Scientific®, Swedesboro,
NJ, USA), according to method 950.02 of the AOAC (2005).

Chemical analysis to determine nutritional value

Crude protein (CP; method 976.05), ash (method 942.05)
and organic matter (MO) were determined in the maize stubble
and mulatto grass substrates, and their solid ferments (Table 1),
according to AOAC (2005). Also, neutral detergent fiber (FDN)
and acid detergent fiber (FDA) by using the method ANKOM
Technology, according to Van Soest e al. (1991).

Culture medium

The culture medium contained: 30 mL of clarified

ruminal fluid (fresh bovine ruminal fluid centrifuged for 10 min

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas de valor nutricional de los sustratos rastrojo de

maiz y pasto mulato.

Table 1. Chemical characteristics of nutritional value of maize stubble and mulatto

grass substrate.

Sustrato MS FDN
(%) (%)

Rastrojo de maiz 94.15 80.94

Pasto mulato 91.89 83.53

FDA Hemi PC Ce MO
(%) (%) (%) (%) (%)

4839 3255 3.03 11.80 88.20
49.73  33.80 1.74 5.24  94.76

MS: materia seca; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente dcido; Hemi:
hemicelulosa; PC: proteina cruda; Ce: cenizas; MO: materia orgdnica. ¢ MS: dry
matter; FDN: neutral detergent fiber; FDA: acid detergent fiber; Hemi: hemicellulose;
PC: crude protein; Ce: ash; MO: organic matter.
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(FDN) vy fibra detergente dcido (FDA) con la metodologfa de
ANKOM Technology acorde con Van Soest et al. (1991).

Medio de cultivo

El medio de cultivo contenfa: 30 mL de fluido ruminal clari-
ficado (liquido ruminal bovino fresco centrifugado 10 min a 12
857 x gy esterilizado), 5 mL de solucién mineral I [6 g K,HPO,
(J. T. Baker®) en 1000 mL de agua destilada], 5 mL de solucién
mineral 1T [6 g KH,PO, (J. T. Baker®) + 6 g (NH,),SO, (J. T.
Baker®) + 12 g NaCl (Meyer®) + 2.45 g MgSO, (Meyer’) + 1.6 g
CaCl-2H,0 (Meyer®) en 1000 mL de agua destilada], 0.1 mL
de resazurina a 0.1% (Sigma-Aldrich®), 0.2 g de peptona de soya
(MCD Lab®), 0.1 g de extracto de levadura (BD Bioxon®), 4 mL
de solucién cisteina-sulfido [2.5 g L-cisteina (Sigma-Aldrich®) a
pH 10 con 2N NaOH (Meyer®) + 2.5 g de Na,§-9H,O (Meyer®)
aforado en 100 mL de agua destilada], 5 mL de solucién a 8% de
Na,CO, (J. T. Baker®) y 50.6 mL de agua destilada. El medio de
cultivo se esterilizé segtin lo descrito por Sdnchez-Santilldn ez al.

(2016) y Torres-Salado ez al. (2019).
Solucién salina saturada y NaOH (2N)

En 1 L de agua destilada se disolvieron 80 g de NaOH (Me-
yer®). La solucién se verti6 en viales seroldgicos (60 mL) hasta
llenarlos por completo para obtener los viales trampa de NaOH
(2N). En 1 L de agua destilada se disolvieron 370 g de NaCl y
se agregaron 5 mL anaranjado de metilo (Merk®) al 0.1%; el pH
se ajustd a 2. La solucién se vertié en viales serolégicos (120 mL)
hasta llenarlos por completo para obtener los viales trampa de
solucidn salina saturada; ambos se sellaron herméticamente con

un tapén de neopreno (20 mm @) y con un arillo de aluminio.
Biodigestores

Los biodigestores fueron viales serolégicos de vidrio (120
mL) con 0.5 g de fermento sélido y 45 mL de medio de cultivo.
Estos viales se mantuvieron en condiciones anaerébicas con Co,,
se sellaron herméticamente con un tapén de neopreno (20 mm
@) y con un arillo de aluminio. Los biodigestores se esteriliza-
ron y se incubaron a 39 °C por 24 h para verificar esterilidad
(Herrera-Pérez ez al., 2018). Luego se inocularon con 5 mL de
fluido ruminal con bacterias ruminales totales obtenidas de una
vaca Suiz-bu. La vaca apacentd en praderas de pasto pangola con
una edad de rebrote de 60 d antes de tomar la muestra de fluido
ruminal. Los biodigestores con fluido ruminal se centrifugaron a
1570 x g por 3 min para precipitar protozoarios y particulas de

fibra y se incubaron a 39 °C por 72 h (Texta et al., 2019).

at 12 857 x g and sterilized), 5 mL of mineral solution I [6 g
K,HPO, (JT Baker®) in 1000 mL of distilled water], 5 mL of
mineral solution II [6 g KH,PO, (JT Baker®) + 6 g (NH,) ,SO,
(JT Baker®) + 12 g NaCl (Meyer®) + 2.45 g MgSO, (Meyer®) +
1.6 g CaCl-2H,0 (Meyer®) in 1000 mL of distilled water], 0.1
mL of resazurin at 0.1% (Sigma-Aldrich®), 0.2 g of soy peptone
(MCD Lab®), 0.1 g of yeast extract (BD Bioxon®), 4 mL of
cysteine-sulfide solution [2.5 g L-cysteine (Sigma-Aldrich®) at
pH 10 with 2N NaOH (Meyer®) + 2.5 g of Na,§-9H,O (Meyer®)
in 100 mL of distilled water], 5 mL of 8% NaZCO3 solution
(JT Baker®) and 50.6 mL of distilled water. The culture medium
was sterilized as described by Sdnchez-Santilldn ez a/. (2016) and
Torres-Salado et 2. (2019).

Saline solution saturated and NaOH (2N)

In 1 L of distilled water 80 g of NaOH (Meyer®) were
dissolved. The solution was poured into serological vials
(60 mL) until they were completely filled to obtain the NaOH
(2N) trap vials. Then, 370 g of NaCl were dissolved in 1 L of
distilled water, and 5 mL methyl orange (Merk®) at 0.1% were
added; the pH was adjusted to 2. The solution was poured into
serological vials (120 mL) until they were completely filled to
obtain the trap vials of saturated saline solution; both were
hermetically sealed with a neoprene plug (20 mm @) and an

aluminum ring.
Biodigesters

Biodigesters were glass serological vials (120 mL) with 0.5
g of solid ferment and 45 mL of culture medium. These vials
were kept in anaerobic conditions with CO,, hermetically sealed
with a neoprene stopper (20 mm @), and an aluminum ring.
Biodigesters were sterilized and incubated at 39 °C for 24 h
to verify sterility (Herrera-Pérez et al., 2018). Then, they were
inoculated with 5 mL of ruminal fluid with total ruminal bacteria
obtained from a Swiss-bu cow. The cow grazed on pangola grass
meadows with a regrowth age of 60 d before taking the ruminal
fluid sample. Biodigesters with ruminal fluid were centrifuged
1570 x g for 3 min to precipitate protozoa and fiber particles, and
were incubated at 39 °C for 72 h (Texta et al., 2019).

Biogas and methane production
A Taygon® hose (2.38 mm internal @ and 45 cm long) with
hypodermic needles (20 G x 32mm) on its ends was used to

couple the biodigester with a trap vial of saturated saline

solution. The trap vial was placed inverted in a modified cylinder
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Produccién de biogéds y metano

Una manguera Taygon® (2.38 mm @ interno y 45 cm de
longitud) con agujas hipodérmicas (20 G x 32mm) en los extre-
mos se usé para acoplar el biodigestor con un vial trampa de so-
lucién salina saturada. El vial trampa se colocé de manera inversa
en una probeta modificada que sirve para recolectar la solucién
salina desplazada por los gases producidos durante la incubacién
por medio de una aguja hipodérmica colocada como vélvula de
salida. La produccién de biogds se midi6 a las 24, 48 y 72 h. La
produccién de CH, se midi6 a las 24, 48 y 72 h con el mismo
procedimiento que biogds, pero se usé el vial trampa de solucién
NaOH (2N; Torres-Salado ez al., 2019). La produccién de CH,
se tomd como los mL desplazados de la solucién NaOH (2N), ya
que el CO, reacciona con el NaOH formando Na,CO, (Prada-
Matiz y Cortés-Castillo, 2011).

Degradacién de la materia seca y de la fibra

detergente neutro

La muestra residual del biodigestor se filtré en bolsas
ANKOM F57 (ANKOM" Technology) a peso constante. Las
bolsas con muestra se secaron 24 h a 60 °C en una estufa (Felisa®
FE-293A, México). La degradacion de la materia seca (DMS)
se calculé con la formula % DMS = (muestra inicial — muestra
residual / muestra inicial) * 100 (Sdnchez-Santillin ez al., 2019;
Herndndez-Morales ez al., 2018). Las bolsas ANKOM?® se sella-
ron con calor y se determing el contenido de FDN con la meto-
dologfa de ANKOM' Technology segtin Van Soest et al. (1991).
El porcentaje de degradacién de la FDN (% DFDN) se calcul$
con la formula % DFDN = (FDN inicial — FDN residual / FDN
inicial) * 100 segtin Herndndez-Morales ¢z a/. (2018).

Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con arre-
glo factorial 2%, los factores fueron tipo de sustrato (rastrojo de
maiz y pasto mulato), cepa de Pleurotus ostreatus (MR y P15) y
tiempo de fermentacién sélida (15 y 30 d) con cinco repeticiones
por interaccién. Los datos se analizaron con el procedimiento
GLM de SAS’ (SAS Institute Inc., 2011) y los valores promedio
significativos del andlisis factorial se compararon con la prueba

de Tukey (p=<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El fermento sélido con rastrojo de maiz presentd
24.4% mayor PC que el fermento de pasto mulato;
en contraste, el fermento con pasto mulato mostré
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that serves to collect the saline solution displaced by the gases
produced during incubation by means of a hypodermic needle
placed as an outlet valve. Biogas production was measured at 24,
48 and 72 h. CH, production was measured at 24, 48 and 72 h
with the same procedure as biogas, but using the NaOH solution
trap vial (2N; Torres-Salado ez al., 2019). The production ofCH4
was recorded as the displaced mL of the NaOH (2N) solution,
since CO, reacts with NaOH to form Na,CO, (Prada-Matiz and
Cortés-Castillo, 2011).

Dry matter and neutral detergent fiber degradation

The residual sample from the biodigester was filtered
into ANKOM F57 (ANKOM® Technology) bags at constant
weight. The sample bags were dried 24 h at 60 °C in an oven
(Felisa® FE-293A, Mexico). Dry matter degradation (DMS) was
calculated with the formula % DMS = (initial sample - residual
sample / initial sample) * 100 (Sdnchez-Santilldn ez al., 2019;
Herndndez-Morales ez al., 2018). The ANKOM® bags were heat
sealed and the FDN content was determined with the ANKOM®
Technology methodology, according to Van Soest ez al. (1991).
The percentage of FDN degradation (% DFDN) was calculated
with the formula % DFDN = (initial FDN - residual FDN /
initial FDN) * 100, according to Herndndez-Morales ez al.
(2018).

Experimental design and statistical analysis

The experimental design was completely randomized with
a 2% factorial arrangement, the factors were type of substrate
(corn stubble and mulatto grass), Pleurotus ostreatus strain (MR
and P15) and solid fermentation time (15 and 30 d) with five
repetitions by interaction.

The data were analyzed with the GLM procedure of SAS®
(SAS Institute Inc., 2011), and the significant mean values of

the factor analysis were compared using the Tukey test (p=<0.05).
RESULTS AND DISCUSSION

The solid ferment with corn stubble presented
24.4% higher PC than the mulatto grass ferment.
In contrast, the ferment with mulatto grass showed
8.08% higher hemicellulose than the corn stubble
(p=<0.05). The solid ferment inoculated with the
MR or P15 strains had no differences in the content
of PC or hemicellulose (p>0.05). Regarding the
solid fermentation time, the 30-d ferment showed
175.25% higher content of PC and 123% lower
content of hemicellulose than the ferment at 15 d
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8.08% mayor hemicelulosa que el rastrojo de maiz
(p=<0.05). El fermento sélido inoculado con las ce-
pas MR o P15 no tuvo diferencias en el contenido
de PC, ni hemicelulosa (p>0.05). Respecto al tiempo
de fermentacién sélida, el fermento con 30 d mos-
tr6é contenido 175.25% mayor de PC y contenido
123% menor de hemicelulosa que el fermento a 15 d
(p=0.05; Cuadro 2). Esto indicé que el tipo de cepa
de P ostreatus no influye en el contenido de PC, ni
hemicelulosa, mientras que conforme el tiempo es
mayor, el fermento se enriquece de PC y disminuye
su fraccién de hemicelulosa.

Ademds, el tipo de sustrato usado influyé en el
contenido de PC y hemicelulosa. La disminucién de
la fraccién de hemicelulosa respecto al contenido de
los sustratos antes del proceso de fermentacién solida
(Cuadro 1) es resultado probable de que P ostrearus
es un hongo que degrada carbohidratos estructura-
les por medio de la accién de enzimas xilanasas que
hidrolizan la hemicelulosa dentro de su proceso me-
tabdlico (Peldez-Acero et al., 2011; Shrivastava et al.,
2011). Ademds, la hemicelulosa se usa antes que ce-
lulosa y lignina como fuente de energia en la etapa de
crecimiento del hongo (Okano ez al., 2007).

(p=0.05; Table 2). This indicated that the type of
strain of P ostreatus does not influence the content of
PC, or hemicellulose, while as the time is longer, the
ferment becomes enriched with PC and its fraction
of hemicellulose decreases.

Furthermore, the type of substrate used influenced
the PC and hemicellulose content. The decrease of
the hemicellulose fraction, respect to the content
of the substrates before the solid fermentation
process (Table 1), is a probable result of the fact
that 2 ostreatus is a fungus that degrades structural
carbohydrates through the action of xylanase enzymes
that hydrolyze hemicellulose within their metabolic
process (Peldez-Acero et al., 2011; Shrivastava ez
al., 2011). In addition, hemicellulose is used before
cellulose and lignin as an energy source in the growth
stage of the fungus (Okano ez al., 2007).

Regarding the increases in the PC content of
the solid ferments evaluated, two explanations can
be proposed: the first, that the content increased
respect to the mulatto grass or corn stubble before
solid fermentation (Table 1) due to the growth of the
mycelium of the P ostreatus strains (Olivera-De la
Cruz et al., 2019), a fact that contributed microbial

Cuadro 2. Caracteristicas quimicas de valor nutricional y fermentativas in vitro de fermentos sélidos que no mostraron tipo de
interaccién (de primer o segundo orden) por sustrato, cepa de Pleurotus ostreatus o tiempo de fermentacién sélida.
Table 2. In vitro fermentative and nutritional value chemical characteristics of solid ferments that showed no type (first or second
order) of interaction by substrate, Pleurotus ostreatus strain or solid fermentation time.

Sustrato

Cepa Tiempo (d)

Variable Pasto mulato  Rastrojo de maiz MR P15 15 30 EEM
Hemi 17.64 a 16.32b 16.61 17.35 23.46 a 10.50 b 1.39
PC 5.00 b 6.22 a 5.42 5.8 2.99b 8.23a 0.57
Ce 9.01b 11.93a 10.59 10.35 1091 a 10.03 b 0.37
Biogds 190.28 a 187.98 a 190.68 a 187.58 a 168.49 b 209.77 a 4.50
Metano 24 42.19a 40.51 a 4134 a 41.36a 35.45b 47.25a 1.39
Metano 48 9.86 a 8.21 a 8.42a 9.65 a 7.94 b 10.12 a 0.56
Metano 72 4.55a 5.27 a 4.99 a 4.83a 4.93 a 4.89 a 0.23
Metano 56.59 a 53.99 a 54.75 a 55.83 a 48.32b 62.26 a 1.70
DMS 72.21b 74.00 a 72.82a 73.39 a 69.27 b 76.93 a 0.85
DFDN 65.65b 69.38 a 67.15a 67.89 a 62.76 b 72.28 a 1.11

a,b: valores medios por fila con letra distinta son diferentes (p=<0.05). Hemi: hemicelulosa; PC: proteina cruda; Ce: cenizas; Biogds: mL
g' MS de las 0 a 72 h; Metano 24: mL g' MS de las 0 a 24 h; Metano 48: mL g'' MS de las 24 a 48 h; Metano 72: mL g' MS de las 48 a
72 h; Metano: mL g’ MS de las 0 a 72 h; DMS: degradacién de la materia seca; DFDN: degradacion de la fibra detergente neutro; EEM:
error estdndar de la media. < a,b: mean values per row with different letter are different (p=<0.05). Hemi: hemicellulose; PC: crude
protein; Ce: ash; Biogas: mL g'' MS from 0 to 72 h; Methane 24: mL g MS from 0 to 24 h; Methane 48: mL g'' MS from 24 to 48 h;
Methane 72: mL g' MS from 48 to 72 h; Methane: mL g' MS from 0 to 72 h; DMS: degradation of dry matter; DFDN: degradation
of neutral detergent fiber; EEM: standard error of the mean.
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Respecto a los aumentos en el contenido de PC
de los fermentos sélidos evaluados, pueden propo-
nerse dos explicaciones: la primera, que el contenido
incrementd respecto al pasto mulato o rastrojo de
maiz antes de la fermentacién sélida (Cuadro 1) por
el crecimiento del micelio de las cepas de P ostreatus
(Olivera-De la Cruz ez al., 2019), hecho que aporté6
proteina microbiana (Luna ezal, 2013) alos 15y 30d de
fermentacién solida. La segunda explicacion es que
una parte de los carbohidratos se degradé a CO, y
H,O como parte del metabolismo de las cepas de 2
ostreatus, lo cual causé perdida de estos componentes,
pero no del contenido de N, en la MO de los sustra-
tos (Tuyen ez al., 2013). El aumento de la PC en los
fermentos sélidos es una ventaja de los subproductos
agricolas o materiales altamente lignoceluldsicos con
contenido bajo de PC (Tuyen ez al., 2012).

Luna ez al. (2013) registraron 4% de PC en fer-
mentos de paja de cebada por 30 d con P ostreatus,
valor inferior a los fermentos de 30 d de nuestro es-
tudio. Okano et /. (2006) encontraron 19% de he-
micelulosa en fermentos de bagazo de cana de azticar
inoculado con P eryngii por 35 d, lo cual es inferior
al contenido de hemicelulosa de los fermentos con 30 d
de nuestro estudio. Ademds, Okano ez al. (2007) y
Tuyen ez al. (2012) observaron valores superiores en
hemicelulosa e inferiores en PC, respecto a los fer-
mentos de 30 d de nuestro estudio en paja de trigo
tratada con P ostreatus por 30 d (Okano ez al., 2007)
y 49 d (Tuyen ez al., 2012).

El fermento sélido del sustrato rastrojo de maiz
inoculado con la cepa P15 o MR de P ostreatus mos-
tré contenido mayor (p=<0.05) de MS y Ce, sin dife-
rencias entre la inoculacién por tipo de cepa (p>0.05;
Cuadro 3). Cabe destacar, el fermento de pasto mu-
lato inoculado con la cepa P15 mostré el conteni-
do menor de Ce (p=<0.05). Lo anterior indic6 que
cualquiera de las cepas de P ostreatus no modificé el
contenido de MS en los sustratos usados en nuestra
investigacién, y el tipo de sustrato es responsable del
contenido de la MS del fermento sélido. Ademas, el
fermento de 15 d tenia Ce 8.78% mayor que el fer-
mento a los 30 d (p=<0.05; Cuadro 4).

El fermento de 30 d mostré contenido mayor
de MS en cada sustrato evaluado en nuestro estudio
(p=0.05), pero el fermento de 30 d con rastrojo de
maiz tenia MS 16.46% mayor que el fermento de
30 d con pasto mulato (p=<0.05; Cuadro 4). Esto

muestra que los fermentos de 30 d tienen mds
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protein (Luna ez al., 2013) at 15 and 30 d of solid
fermentation. The second explanation is that a part
of the carbohydrates was degraded to CO, and H,O
as part of the metabolism of P ostreatus strains, which
caused a loss of these components, but not of the
N, content in the MO of the substrates (Tuyen ez
al., 2013). The PC increase in solid ferments is an
advantage of agricultural by-products or highly
lignocellulosic materials with low PC content (Tuyen
et al., 2012).

Luna ez al. (2013) recorded 4% PC in barley
straw ferments for 30 d with P ostreatus, a lower
value than the 30 d ferments in our study. Okano
et al. (2006) found 19% hemicellulose in sugarcane
bagasse ferments inoculated with P2 eryngii for 35 d,
which is lower than the hemicellulose content of the
30 d ferments of our study. Also, Okano ez al. (2007)
and Tuyen er al. (2012) observed higher values
in hemicellulose and lower in PC than those 30 d
ferments of our study in wheat straw treated with 2
ostreatus for 30 d (Okano ez 4l., 2007) and 49 d (Tuyen
et al., 2012).

The solid ferment of the maize stubble substrate
inoculated with P ostreatus strain P15 or MR showed
a higher content (p=<0.05) of MS and Ce (ash),
without differences between inoculation by type
of strain (p>0.05; Table 3). It should be noted that
the mulatto grass ferment inoculated with the P15
strain showed the lowest ash content (p=<0.05).
The aforementioned indicated that any of the P
ostreatus strains did not modify the MS content in
the substrates used in our research, and the type of
substrate is responsible for the MS content of the
solid ferment. Furthermore, the ferment of 15 d had
8.78% higher ash than the 30-d ferment (p=<0.05;
Table 4).

The 30-day ferment showed a higher MS
content in each substrate evaluated in our study
(p=0.05), but the 30-day ferment with corn stubble
had 16.46% MS higher than the 30-day ferment
with mulatto grass (p=<0.05; Table 4). This shows
that the 30-d ferments have more MS content, of
which more than half is cellulose and lignin in the
evaluated substrates. The MS content of the solid
ferments increased due to the loss of moisture during
solid fermentation, and the ash content was similar
to the initial content of the substrates used in the
study (Table 1). Tuyen ez al. (2013) reported that MS
and MO contents decreased in solid maize stubble
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Cuadro 3. Materia seca, fibra detergente 4cido, cenizas y biogds’ en fermentos sélidos de rastrojo de
maiz y pasto mulato inoculados con la cepa MR o P15 de Pleurotus ostreatus.
Table 3. Dry matter, acid detergent fiber, ash and biogas’ in solid ferments of corn stubble and
mulatto grass inoculated with the MR or P15 strain of Pleurotus ostreatus.

Pasto mulato

Rastrojo de maiz

Variable MR P15 MR P15 EEM
MS 24.45 be 22.67 c 26.17 ab 27.24a 0.81
FDA 52.37 ab 52.20 ab 54.39 a 49.88 b 1.08
Ce 9.64 b 8.38 ¢ 11.54a 12.33a 0.37
Biogds 24 140.43 a 124.07 bc 120.78 ¢ 130.54 b 3.64
Biogds 48 42.37b 45.74 ab 52.05a 47.33 ab 1.44
Biogds 195.23 a 185.33 b 186.14 b 189.82 ab 4.50

"Las variables presentaron interaccién sustrato cepa (p<0.05). a,b,c: valores medios por fila con letra
distinta son diferentes (p=<0.05). MS: materia seca; FDA: fibra detergente dcido; Ce: cenizas; Biogds 24:
mL g' MS de las 0 a 24 h; Biogds 48: mL g MS de las 24 a 48 h; Biogds: mL g’ MS de las 0 a 72 h;
EEM: error estdndar de la media. ¢ Variables presented strain substrate interaction (p=<0.05). a,b,c:
mean values per row with different letter are different (p=<0.05). MS: dry matter; FDA: acid detergent
fiber; Ce: ash; Biogas 24: mL g MS from 0 to 24 h; Biogas 48: mL g'' MS from 24 to 48 h; Biogas: mL
¢! MS from 0 to 72 h; EEM: standard error of the mean.

Cuadro 4. Materia seca, biogds y metano iz vitro' de los fermentos obtenidos de rastrojo de
maiz y pasto mulato en 15 y 30 dias de fermentacién sélida.
Table 4. Dry matter, biogas and iz vitro methane' of the ferments obtained from corn stubble
and mulatto grass at 15-d and 30-d of solid fermentation.

Pasto mulato

Rastrojo de maiz

Variable 15d 30d 15d 30d EEM
MS 20.93 ¢ 26.19b 2291 ¢ 30.50 a 0.81
FDA 46.92b 57.65a 48.49 b 55.78 a 1.08
Biogds 48 44.54 b 43.57 b 46.05b 53.33 a 1.44
Metano 24 37.86b 46.52 a 33.04 b 4798 a 1.39
Metano 48 7.71b 12.01 a 8.18b 8.24 ab 0.56

“Las variables presentaron interaccion sustrato tiempo (p=<0.05). a,b,c: valores medios por fila con
letra distinta son diferentes (p=<0.05). MS: materia seca; FDA: fibra detergente dcido; Biogds 48:
mL g' MS de las 24 a 48 h; Metano 24: mL g’ MS de las 0 a 24 h; Metano 48: mL g' MS de las
24 a 48 h; EEM: error estdndar de la media. « "The variables showed substrate time interaction
(p=0.05). a,b,c: mean values per row with different letter are different (p=<0.05). MS: dry matter;
FDA: acid detergent fiber; Biogas 48: mL g'' MS from 24 to 48 h; Methane 24: mL g' MS from 0
to 24 h; Methane 48: mL g MS from 24 to 48 h; EEM: standard error of the mean.

contenido de MS, de la cual mas de la mitad es celu-
losa y lignina en los sustratos evaluados. El contenido
de MS de los fermentos sélidos aumenté por la pér-
dida de humedad durante la fermentacién sélida y el
contenido de Ce fue similar al contenido inicial de
los sustratos usados en el estudio (Cuadro 1). Tuyen
et al. (2013) documentaron que el contenido de MS
y MO disminuy6 en fermentos sélidos de rastrojo de
maiz inoculados con P ostreatus. Ademais, Tuyen et

ferments inoculated with P ostreatus. Also, Tuyen ez
al. (2012) found 10.05% of ash in solid ferment of
wheat straw treated with P ostreatus for 49 d, values
similar to those of our study. Okano ez al. (2007)
recorded values (3.9% of ash) lower than those of
our experiment in sugarcane bagasse treated with P
eryngii for 35 d.

The solid ferment of corn stubble with the P15
strain reduced the FDA content by 9.04% (p=<0.05)
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al. (2012) encontraron 10.05% de Ce en fermento
solido de paja de trigo tratada con P ostreatus por
49 d, valores similares a los nuestros. Okano ez 4l.
(2007) registraron valores (3.9% de Ce) inferiores a
nuestro experimento, en bagazo de cana de azticar
tratado con P eryngii por 35 d.

El fermento sélido de rastrojo de maiz con la cepa
P15 redujo 9.04% el contenido de FDA (p=<0.05)
respecto al fermento del mismo sustrato con la cepa
MR (Cuadro 3), sin diferencias con las otras inte-
racciones (p>0.05). El fermento sélido de 30 d tuvo
mds FDA en cada sustrato evaluado en nuestro expe-
rimento (p=<0.05). Sin embargo, el fermento de 30 d
con rastrojo de maiz tenfa 3.35% menos FDA que el
fermento de 30 d con pasto mulato (p=<0.05). Ade-
mas, los fermentos de 15 d no mostraron diferencias
por el tipo de sustrato usado (p>0.05; Cuadro 4).

Los fermentos sélidos inoculados con la cepa MR
de P ostreatus aumentaron 23.02% el contenido de
FDA de los 15 a los 30 d de fermentacién sélida,
mientras que la cepa P15 increment6 14.77% el con-
tenido de FDA en el mismo periodo de fermenta-
cién (p=<0.05). El fermento con la cepa MR mos-
tré 7.96% mds FDA que la cepa P15 a los 30 d de
incubacién (p=<0.05). Esto mostré que la cepa P15
de P ostreatus tiene capacidad mayor de degradacién
de celulosa que la cepa MR entre los 15 y 30 d de
fermentacién sélida (Cuadro 5). La fraccién FDA

compared to the ferment of the same substrate with
the MR strain (Table 3), without differences in the
other interactions (p>0.05). The 30-d solid ferment
had more FDA in each substrate evaluated in our
experiment (p=<0.05). However, the 30-d ferment
with corn stubble had 3.35% less FDA than the 30-d
ferment with mulatto grass (p<0.05). In addition,
the 15-d ferments showed no differences due to the
type of substrate used (p>0.05; Table 4).

The solid ferments inoculated with 2 ostreatus MR
strain increased FDA content by 23.02% from 15
to 30 d of solid fermentation. While the P15 strain
increased by 14.77% the FDA content in the same
fermentation period (p=<0.05). The ferment with the
MR strain produced 7.96% more FDA than the P15
strain at 30 d of incubation (p=<0.05). This showed
that the P15 strain of P ostreatus has a greater capacity
for cellulose degradation than the MR strain between
15 and 30 d of solid fermentation (Table 5). The
FDA fraction increased in the ferments evaluated in
our study compared to the initial content of mulatto
grass and corn stubble (Table 1).

The FDA is composed of cellulose and lignin, so
P ostreatus showed little metabolic activity for the use
of cellulose, and this carbohydrate remained intact
for its hydrolysis into fermentable sugars (Méndez-
Herndndez ez al., 2019; Olivera-De la Cruz ez al.,
2019). In addition, the content of lignocellulosic

Cuadro 5. Fibra detergente dcido, biogds, degradacién de materia seca y degradacion de fibra
detergente neutro’ de fermentos inoculados con la cepa MR o P15 de Pleurotus
ostreatus en 15 y 30 dias de fermentacién sélida.

Table 5. Acid detergent fiber, biogas, degradation of dry matter and degradation of neutral

detergent fiber' of ferments inoculated with Pleurotus ostreatus strain MR or P15 at

15 and 30 days of solid fermentation.

. MR P15
Variable 15d 30d 15d 30d EEM
FDA 4787 ¢ 58.89 a 4753 ¢ 54.55b 1.08
Biogas 24 11823 b 142.98 a 109.52 ¢ 145.1a 3.64
Biogés 48 41.68 ¢ 5274 a 48.92ab 44.16bc 1.44
DMS 68.25 ¢ 7738 a 70.30b 76.49 0.85
DFDN 6133 ¢ 7297a 64.20b 71.58a 111

Las variables presentaron interaccién cepa tiempo (p=<0.05). a,b,c: valores medios por fila con
letra distinta son diferentes (p=<0.05). FDA: fibra detergente 4cido; Biogds 24: mL g’ MS de 0 a 24 h;
Biogds 48: mL g’ MS de 24 a 48 h; DMS: degradacién de la materia seca; DFDN: degradacién
de la fibra detergente neutro; EEM: error estdndar de la media. < "The variables presented strain
time interaction (p=<0.05). a,b,c: mean values per row with different letter are different (p=<0.05).
FDA: acid detergent fiber; Biogas 24: mL g' MS from 0 to 24 h; Biogas 48: mL g’ MS from 24
to 48 h; DMS: degradation of dry matter; DFDN: degradation of neutral detergent fiber; EEM:

standard error of the mean.
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aument? en los fermentos evaluados en el nuestro es-
tudio comparados con el contenido inicial del pasto
mulato y rastrojo de maiz (Cuadro 1).

La FDA estd compuesta por celulosa y lignina, por
lo que P ostreatus pudo mostrar poca actividad me-
tabélica para el uso de celulosa, y este carbohidrato
quedé intacto para su hidrélisis en aztcares fermen-
tables (Méndez-Herndndez et al., 2019; Olivera-De
la Cruz et al., 2019). Ademis, el contenido de enlaces
lignocelulésicos de los sustratos y el tiempo de expo-
sicién a las cepas MR y P15 de P ostreatus se refleja-
ron en el contenido de FDA. La degradacién de la
pared celular inicia en la pared secundaria y limina
media por accién de las enzimas lacasas (Olivera-De
la Cruz et al., 2019), asi como un aumento en la sin-
tesis de dcidos orgdnicos y consumo de carbohidratos
solubles por el hongo durante la fermentacién sélida
(Peldez-Acero et al., 2011).

El contenido menor de FDN se presenté en los
fermentos de rastrojo de maiz inoculados con la cepa
P15y 30 d de fermentacién (p=<0.05). En contraste,
todos los fermentos de 15 d mostraron contenidos
mayores de FDN (p>0.05). Cabe destacar que la
cepa P15 en ambos sustratos y la cepa MR en pasto
mulato redujeron el contenido de FDN de los 15 a
los 30 d de fermentacién sélida, lo cual indica que el
hongo consumié pared celular para su crecimiento
(Cuadro 6). Los fermentos tuvieron menor FDN en
comparacion a los sustratos iniciales (Cuadro 1) por
accién de las cepas de P ostreatus porque usaron la
hemicelulosa como fuente de energfa para su creci-
miento, antes de degradar la lignina (Olivera-De la
Cruz et al., 2019).

La variacién en el contenido de FDN y FDA de
los fermentos evaluados en nuestro estudio se pueden
suponer producto de la composicién de la pared ce-
lular del pasto mulato y rastrojo de maiz. Asi como
a la estructura quimica de la lignina y del complejo
lignina-carbohidrato de los sustratos. Ademds, los
niveles de degradacién de las fibras detergentes son
consecuencia de los complejos enzimdticos activos
en los diferentes tiempos de incubacién (Okano ez
al., 2007). Segin Luna et al. (2013), una fraccién
de estos componentes forma un complejo lignina-
carbohidrato que resiste la hidrolisis enzimdtica.

Tuyen ez al. (2013) encontraron valores inferiores
en FDN (64.68%) y FDA (48.52 %) a los nuestros,
en rastrojo de maiz tratado con 2 ostreatus por 42 d. Con
el mismo hongo P ostreatus y 16 d de fermentacién

bonds of the substrates and the exposure time to the
MR and P15 strains of P ostreatus were expressed
in the FDA content. Degradation of the cell wall
begins in the secondary wall and middle lamina
due to the action of laccase enzymes (Olivera-De
la Cruz et al., 2019); and there is an increase in
the synthesis of organic acids and consumption of
soluble carbohydrates by the fungus during solid
fermentation (Peldez-Acero et al., 2011).

The lower content of FDN was recorded in the
corn stubble ferments inoculated with the P15 strain
and 30 d of fermentation (p=<0.05). In contrast, all
the 15-d ferments showed the highest FDN content
(p>0.05). It is worth mentioning that the P15 strain
in both substrates and the MR strain in mulatto
grass reduced the FDN content from 15 to 30 d of
solid fermentation, which indicates that the fungus
consumed cell wall for its growth (Table 6).

The ferments had lower FDN compared to the
initial substrates (Table 1) due to the action of the P
ostreatus strains because they used hemicellulose as an
energy source for their growth, before degrading the
lignin (Olivera-De la Cruz ez al., 2019).

The variation in the contents of FDN and
FDA of the ferments evaluated in our study can
be assumed as a product of the composition of the
cell wall of mulatto grass and corn stubble. As well
as the chemical structure of lignin and the lignin-
carbohydrate complex of the substrates. Also, the
levels of degradation of the detergent fibers are a
consequence of the active enzyme complexes at the
different incubation times (Okano et al, 2007).
According to Luna ez al. (2013), a fraction of these
components forms a lignin-carbohydrate complex
that resists enzymatic hydrolysis.

Tuyen et al. (2013) found lower values in FDN
(64.68%) and FDA (48.52%) than ours in corn
stubble treated with P ostreatus for 42 d. With
the same P ostreatus fungus and 16 d of solid
fermentation, Soto-Sinchez ez al. (2015) documented
higher values in FDN (81.59%) and similar values of
FDA (47.43%) in barley straw ferments, compared
to our study in 15 d. Okano ez /. (2007) published
lower values of FDN (31.83%) and FDA (48.76%)
in wheat straw ferments with P ostreatus for 30 d
compared to the P ostreatus ferments for 30 d in any
substrate of our experiment.

The former values are attributed to the enzymatic
specificity of the substrate, moisture content of the
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sélida, Soto-Sinchez et al (2015) documentaron
valores superiores en FDN (81.59%) y similares
de FDA (47.43%) en fermentos de paja de cebada,
comparados con nuestro estudio a los 15 d. Okano
et al. (2007) publicaron valores inferiores de FDN
(31.83%) y FDA (48.76%) en fermentos de paja de
trigo con P ostreatus por 30 d comparados con los
fermentos de P ostreatus por 30 d en cualquier sustra-
to de nuestro experimento.

Los valores anteriores se atribuyen a la especifici-
dad enzimdtica por el sustrato, contenido de hume-
dad de los sustratos al inicio de la fermentacién sélida
(Peldez-Acero er al., 2011), especie de hongo usada
(Tuyen ez al., 2012; Soto-Sdnchez ez al., 2015), tiem-
po de fermentacién (Soto-Sdnchez ez al., 2015), tipo
y composicién de sustrato (Peldez-Acero ez al., 2011;
Tuyen ez al., 2012; Soto-Sinchez ez al., 2015), patrén
de degradacién de los carbohidratos estructurales del
sustrato (Tuyen ez al., 2013) y temperatura (Okano
et al., 2006). Estos factores son determinantes en la
composicién quimica con valor nutricional del fer-
mento sélido (Tuyen ez al., 2013; Soto-Sinchez et
al., 2015). Por lo tanto, la seleccién de las cepas o
especies de hongos es fundamental como tratamien-
to previo éptimo de residuos agricolas o altamente
lignocelulésicos (Nayan ez al., 2018) para una degra-
dacién selectiva de lignina sin consumo relevante de
celulosa (Méndez-Herndndez ez al., 2019) y hemice-
lulosa.

La mayor produccién parcial de biogds a las 24 h
fue del fermento obtenido de la cepa MR en pasto
mulato (p=<0.05), 16.27% mds biogds que el fer-
mento obtenido con la misma cepa, al usar rastrojo
de maiz como sustrato. El fermento de la cepa P15
no present6 diferencias entre sustratos (p>0.05; Cua-
dro 3). En la misma variable no hubo diferencias
entre los fermentos obtenidos de las cepas de 2 os-
treatus durante 30 d de fermentacién sélida (p>0.05);
pero a los 15 d el fermento de la cepa MR produjo
7.95% mds biogds parcial a las 24 h que la cepa P15
(p=<0.05; Cuadro 5).

Respecto a la produccién parcial de biogds a 48 h, la
cepa MR de P ostreatus produjo 22.85% mads biogds
cuando se inoculd en rastrojo de maiz que en pasto
mulato (p=<0.05); mientras, el fermento inoculado
con la cepa P15 de P ostreatus no presenté diferencias
con la cepa MR en cualquiera de los dos sustratos
evaluados (p>0.05; Cuadro 3). Ademds, entre los
tiempos de fermentacién sélida, en el pasto mulato
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substrates at the beginning of solid fermentation
(Peldez-Acero er al., 2011); species of fungus
(Tuyen et al., 2012; Soto-Sinchez er al., 2015);
fermentation time (Soto-Sdnchez ez al, 2015);
type and composition of substrate (Peldez-Acero ez
al., 2011; Tuyen et al., 2012; Soto-Sdnchez et al.,
2015); degradation pattern of substrate structural
carbohydrates (Tuyen ez al., 2013) and temperature
(Okano et al., 2006). These factors are determinant
in the chemical composition with nutritional value of
the solid ferment (Tuyen ez /., 2013; Soto-Sdnchez
et al., 2015). Therefore, the selection of fungal strains
or species is essential as an optimal pre-treatment
of agricultural or highly lignocellulosic residues
(Nayan ez al., 2018) for a selective degradation of
lignin without a relevant consumption of cellulose
(Méndez-Hernidndez et al., 2019) and hemicellulose.

The highest partial biogas production at 24 h was
from the ferment obtained from the MR strain in
mulatto grass (p=<0.05), 16.27% more biogas than
the ferment obtained with the same strain, when
using corn stubble as substrate. The ferment of
strain P15 showed no differences between substrates
(p>0.05; Table 3). In the same variable, there were no
differences between the ferments obtained from the
P. ostreatus strains during 30 d of solid fermentation
(p>0.05), but at 15 d the ferment of the MR strain
produced 7.95% more partial biogas at 24 h than the
P15 strain (p=<0.05; Table 5).

Regarding the partial production of biogas at
48 h, the MR strain of 2 ostreatus produced 22.85%
more biogas when it was inoculated in corn stubble
than in mulatto grass (p=<0.05); whereas the ferment
inoculated with the P15 strain of P ostreatus did not
show differences with the MR strain in any of the two
substrates evaluated (p>0.05; Table 3). In addition,
between the solid fermentation times, in the mulatto
grass there were no differences (p>0.05), and when
the substrate was corn stubble the biogas production
increased 15.81% from 15 to 30 d (p=<0.05; Table
4). Both solid fermentation periods did not show
differences when inoculating the substrates with the
P15 strain of P ostreatus (p>0.05), but when the MR
strain of P ostreatus was used, the biogas production
was 26.54% higher in the ferments with 30 d than in
those of 15 d (p=<0.05; Table 5).

The highest partial biogas production at 72 h
was from the ferment obtained from mulatto grass
inoculated with the P15 strain of 2 ostreatus for 30 d
(p=0.05), showing no differences with the ferments
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no hubo diferencias (p>0.05), y cuando el sustrato
fue rastrojo de maiz, la produccién de biogds aumen-
to 15.81% de los 15 alos 30 d (p=<0.05; Cuadro 4).
Ambos tiempos de fermentacién sélida no mostra-
ron diferencias al inocular los sustratos con la cepa
P15 de P ostreatus (p>0.05), pero cuando se usé la
cepa MR de P ostreatus la producciéon de biogds fue
26.54% mayor en los fermentos con 30 d que de 15 d
(p=<0.05; Cuadro 5).

La mayor produccién parcial de biogds a 72 h fue
del fermento obtenido de pasto mulato inoculado
con la cepa P15 de P ostreatus por 30 d (p=0.05),
sin diferencias con los fermentos obtenidos con cual-
quiera de los sustratos inoculados con la cepa MR de
P ostreatus por 30 d (p>0.05; Cuadro 6). La produc-
cién de biogds acumulado es una relacién indirec-
ta de la disponibilidad de los carbohidratos durante
la fermentacién ruminal (Sdnchez-Santillin ez al.,
2015a). Cuando se usé pasto mulato como sustrato,
la cepa MR produjo 5.34% mds biogds (p=<0.05) que
la cepa P15, pero con rastrojo de maiz como sustrato
las cepas de P ostreatus no mostraron diferencias en
la produccién de biogds acumulado (p>0.05; Cuadro
3). Cabe destacar, los fermentos con 30 d produjeron

24.50% mds biogds acumulado que los fermentos
con 15 d (p=<0.05; Cuadro 2).

obtained with any of the substrates inoculated with
the MR strain. of P ostreatus for 30 d (p>0.05; Table
6). Production of accumulated biogas is an indirect
relationship of the availability of carbohydrates
during ruminal fermentation (Sdnchez-Santillin
et al., 2015a). When mulatto grass was used as a
substrate, the MR strain produced 5.34% more
biogas (p=0.05) than the P15 strain, but with corn
stubble as a substrate, the P ostreatus strains showed
no differences in the production of accumulated
biogas (p>0.05; Table 3). It should be noticed that
30-d ferments produced 24.50% more accumulated
biogas than 15-d ferments (p=<0.05; Table 2).

The partial production of biogas makes it possible
to indirectly estimate the availability of carbohydrates
from solid ferments during fermentation by ruminal
microorganisms, because during the first 24 h non-
structural carbohydrates are fermented (Herrera-
Pérez et al., 2018; Torres-Salado ez al. al., 2019; Texta
et al., 2019) of the cellular content (Herrera-Pérez et
al., 2018); and of the protein fraction (Torres-Salado
etal.,2019). From 48 h of incubation, the production
of biogas would be the product of the capacity of
the inoculated ruminal microorganisms to degrade
structural carbohydrates (Sanchez-Santillin ez 4l.,
2015a; Torres-Salado et 4l., 2019).

Cuadro 6. Fibra detergente neutro y biogds in vitro' de fermentos obtenidos
de rastrojo de maiz y pasto mulato inoculado con la cepa MR o

P15 de Pleurotus ostreatus enl5 y 30 dias de fermentacién sélida.

Table 6. Neutral detergent fiber and in vitro biogas' of ferments obtained
from corn stubble and mulatto grass inoculated with the MR or P15

strain of Pleurotus ostreatus in 15 and 30 days of solid fermentation.

Sustrato Cepa Tiempo FDN Biogas 72
MR 15d 70.92 abc 8.73 cd
Pasto mulato 30d 67.69 d 16.12 abc
P15 15d 72.18 a 9.52 cd
30d 68.9 cd 21.52a
MR 15d 71.77 ab 8.01d
Rastrojo de 30d 69.57 bed 18.61 ab
maiz P1s 15d 69.78 abcd 11.01 cd
30d 62.68 12.89 bed
EEM 0.61 1.07

"Las variables presentaron interaccién sustrato cepa tiempo (p=<0.05). a,b,c:

valores medios por columna con letra distinta son diferentes (p=<0.05). FDN =
fibra detergente neutro; Biogds 72 = mL g' MS de las 48 a 72 h; EEM = error
estindar de la media. < "The variables showed substrate strain time interaction

(p=0.05).

a,b,c: mean values per column with different letter are different

(p=0.05). FDA = neutral detergent fiber; Biogas 72: mL g MS from 48 to 72 h;

EEM: standard error of the mean.
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La produccién parcial de biogds permite estimar
indirectamente la disponibilidad de los carbohidra-
tos de los fermentos sélidos durante la fermentacién
por microrganismos ruminales, porque durante las
primeras 24 h se fermentan los carbohidratos no es-
tructurales (Herrera-Pérez et al., 2018; Torres-Salado
et al., 2019; Texta et al., 2019) del contenido celu-
lar (Herrera-Pérez et al., 2018) y la fraccién proteica
(Torres-Salado et al., 2019). Desde las 48 h de in-
cubacién, la produccién de biogds seria producto de
la capacidad de los microorganismos ruminales ino-
culados para degradar los carbohidratos estructurales
(Sanchez-Santilldn ez 4/., 2015a; Torres-Salado et al.,
2019).

Herrera-Pérez et al. (2018) documentaron una
produccién acumulada de 133.0 y 232.9 mL de bio-
gds g!' MS alas 24 y 72 h en rastrojo de maiz, valo-
res superiores a los fermentos obtenidos en nuestro
estudio con el rastrojo de maiz como sustrato. Al-
maraz-Buendia ez al. (2019) registraron un volumen
méximo de biogds para el pasto mulato de 82.10 mL
g MS, valor menor al de nuestro estudio con los fer-
mentos de pasto mulato. Mientras que Herrera-Pérez
et al. (2018) encontraron 247 mL de biogds g' MS
en pasto cobra con 56 d de rebrote, lo cual es mayor
al de nuestro experimento en los fermentos del pasto
mulato.

Estas diferencias en la produccién de biogis se
atribuyen a que los fermentos provienen de un pro-
ceso fermentativo donde P ostreatus consumi6 carbo-
hidratos solubles y hemicelulosa para su crecimiento
(Sdnchez-Santilldn e al., 2015a; Olivera-De la Cruz
et al., 2019). Esto redujo la disponibilidad de carbo-
hidratos para la fermentacién ruminal. Okano ez al.
(2006) informaron valores similares a la produccién
de biogis de los fermentos de 30 d de nuestro estudio
en bagazo de cafia de azicar tratado con P eryngii por
35 d, pero la produccién de biogis de los fermentos
de 15 d de nuestro estudio es superior a la publicada
por Soto-Sinchez et al. (2015) en fermentos de paja
de cebada por 16 d con P ostreatus.

La produccién de CH, parcial a las 24 h aumenté
en el fermento con 30 d respecto al de 15 d, porque
la produccién de CH, fue 22.87% mayor en el sus-
trato pasto mulato y 45.22% mis alta en el rastrojo
de maiz, respectivamente (p=<0.05; Cuadro 2). La
produccién parcial de CH, a 48 h no mostré diferen-
cias en los fermentos obtenidos de rastrojo de maiz
a los 15 0 30 d (p>0.05), mientras el fermento con
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Herrera-Pérez et al. (2018) reported a cumulative
production of 133.0 and 232.9 mL of biogas g’
MS at 24 and 72 h in corn stubble, values higher
than the ferments obtained in our study with corn
stubble as substrate. Almaraz-Buendia et 2/. (2019)
reported a maximum biogas volume for mulatto
grass of 82.10 mL g' MS, which is lower than that
recorded in our study of ferments with mulatto grass.
Whilst Herrera-Pérez et al. (2018) found 247 mL of
biogas g' MS in cobra grass with 56 d of regrowth,
which is a greater value than that of our experiment
in ferments of mulatto grass.

These differences in biogas production are
attributed to the fact that the ferments come from
a fermentative process where P ostreatus consumed
soluble carbohydrates and hemicellulose for growing
(Sdnchez-Santilldn ez al., 2015a; Olivera-De la Cruz
et al., 2019). This fact reduced the availability of
carbohydrates for ruminal fermentation. Okano
et al. (2006) reported similar values to the biogas
production of the 30-d ferments of our study, in
sugarcane bagasse treated with P eryngii for 35 d, but
the biogas production of the 15-d ferments of our
study is higher than that reported by Soto-Sdnchez
et al. (2015) in barley straw ferments for 16 d with
P ostreatus.

The partial CH, production at 24 h increased
in the ferment of 30 d compared to that of 15 d
because the production of CH, was 22.87% higher
in the mulatto grass substrate and 45.22% higher
in the corn stubble, respectively (p=<0.05; Table
2). The partial production of CH, at 48 h showed
no differences in the ferments obtained from corn
stubble with 15 or 30 d (p>0.05), while the ferment
with mulatto grass for 30 d produced 55.77% more
partial CH, at 48 h than the ferment with mulatto
grass for 15 d (p=0.05; Table 4). The partial CH,
production at 24 h and 48 h of the ferments with the
MR or P15 strain of 2 ostreatus showed no differences
(p>0.05) with means of 41.35 and 9.04 mL g"' of
MS, respectively (Table 2).

The partial production of CH, at 72 h and
accumulated CH, showed no differences between
the mulatto grass and corn stubble substrates, nor
between the MR and P15 strains of P ostreatus
(p>0.05; Table 2). In the factor time of solid
fermentation, the partial production of CH, at 72 h
was not different between 15 and 30 d (p>0.05), but
in accumulated CH, the ferment with 30 d produced
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pasto mulato por 30 d produjo 55.77% mds CH,
parcial a 48 h que el fermento con pasto mulato por
15 d (p=<0.05; Cuadro 4). La produccién de CH,
parcial a las 24 h y 48 h de los fermentos con la cepa
MR o P15 de P ostreatus no presentaron diferencias
(p>0.05), con promedios de 41.35 y 9.04 mL g de
MS, respectivamente (Cuadro 2).

La produccién parcial de CH, a 72 h y CH,
acumulado no mostré diferencias entre los sustratos
pasto mulato y rastrojo de maiz, ni entre las cepas
MRy P15 de P ostreatus (p>0.05; Cuadro 2). En el
factor tiempo de fermentacién sélida la produccién
parcial de CH, a 72 h no fue diferente entre 15y 30 d
(p>0.05), pero en CH, acumulado el fermento con
30 d produjo 28.85% mds CH, que 15 d (p=0.05;
Cuadro 2). En promedio, la produccién de CH, de
los fermentos de pasto mulato y rastrojo de maiz re-
presentd 29.74 y 28.72% del total de biogis produ-
cido. En los fermentos con 15 d, el CH, fue 28.68%
del total de biogds, con un aumento de un punto
porcentual en los fermentos con 30 d. Herrera-Pérez
et al. (2018) publicaron que el CH, represent6 18.12
y 21.71% del total de biogds en rastrojo de maiz y
pasto cobra con 56 d de rebrote.

Todo lo anterior permite afirmar que la dispo-
nibilidad de carbohidratos estructurales en nuestro
estudio mejoré con el tratamiento de los sustratos
con P ostreatus, ya que la fermentacién de carbohi-
dratos estructurales por bacterias celuloliticas genera
produccién mayor de CH, porque sus productos fi-
nales de fermentacién son acetato e H, (Vanegas ez
al., 2017; Torres-Salado ez al., 2019)‘ Esto propicia
una relacién sintrépica con las arqueas metanogé-
nicas del rumen, las cuales usan el H, y CO, como
sustrato para producir CH, como parte de su meta-
bolismo (Torres-Salado ez a/., 2019). Segtin Tuyen ez
al. (2013), la produccién de CH, representé 20% de
total de biogds en fermentos de rastrojo de maiz con
P, ostreatus, valores inferiores a nuestro estudio.

La degradacién mayor de MS (DMS) y degra-
dacién de la FDN (DFDN) mayor ocurrieron en
los fermentos con 30 d de fermentacién sélida con
cualquiera de las cepas de P ostreatus (p=<0.05), en
promedios de 76.94 y 72.28%, respectivamente. En
los fermentos de 15 d, la cepa P15 de P ostreatus pre-
sentd 3.0 y 4.68% mayores DMS y DFDN que la
cepa MR de P ostreatus (p=<0.05; Cuadro 5). Estos
resultados concuerdan con Olivera-De la Cruz ez
al. (2019), quienes mencionaron que el tiempo de

28.85% more CH, than that of 15 d (p=<0.05; Table
2). On average, CH, production from mulatto grass
and corn stubble ferments represented 29.74 and
28.72% of the total biogas produced. In the 15-d
ferments, CH, was 28.68% of the total biogas, with
an increase of one percentage point in the 30-d
ferments. Herrera-Pérez et al. (2018) reported that
CH, represented 18.12 and 21.71% of the total
biogas in corn stubble and cobra grass with 56 d of
regrowth.

The former allows us to affirm that the availability
of structural carbohydrates in our study improved
with the treatment of substrates with P ostreatus
since the fermentation of structural carbohydrates
by cellulolytic bacteria generates greater production
of CH, because their final fermentation products are
acetate and H, (Vanegas ez al., 2017; Torres -Salado
etal., 2019). This favors a syntropic relationship with
the methanogenic archaea in the rumen, which use
H, and CO, as a substrate to produce CH, as part
of their metabolism (Torres-Salado ez al, 2019).
According to Tuyen et al. (2013), CH, production
represented 20% of total biogas in corn stubble
ferments with P ostreatus, values lower than those
reported in our study.

The greatest degradation of dry matter (DMS)
and degradation of neutral detergent fiber (DFDN)
occurred in the ferments with 30 d of solid
fermentation with any of the P ostreatus strains
(p=<0.05) with an average of 76.94 and 72.28%,
respectively. In the 15-d ferments, the P15 strain of 2
ostreatus presented 3.0 and 4.68% higher DMS and
DFDN than the MR strain of P ostreatus (p=<0.05;
Table 5). These results agree with those reported by
Olivera-De la Cruz et 4l. (2019), who mentioned
that the exposure time of the fungus in the substrate
increases the degradation of the cell wall. Likewise,
the ferment with corn stubble presented 2.48 and
5.68% higher DMS and DFDN than the mulatto
grass (p=<0.05; Table 2). Herrera-Pérez ez al. (2018)
reported 60.84 and 51.32% of DMS and DFDN,
values lower than those recorded in our study.
Almaraz-Buendia er 4/ (2019) found 45.20 and
47.42% in mulatto grass with 60 d of regrowth,
lower than those of our study.

Comparisons allow us to assume that the
incorporation of ligninolytic fungi into forages with
high fiber content, as in our experiment, favors fiber
degradation due to enzymatic action. This is because
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exposicion del hongo en el sustrato aumenta la de-
gradacién de la pared celular. Asi mismo, el fermento
con rastrojo de maiz present6 2.48 y 5.68% mayores
DMS y DFDN que el pasto mulato (p=<0.05; Cua-
dro 2). Herrera-Pérez et al. (2018) informaron 60.84
y 51.32% de DMS y DFDN, valores inferiores a los
de nuestro estudio. Almaraz-Buendia er a/. (2019)
encontraron 45.20 y 47.42% en pasto mulato con
60 d de rebrote, inferiores a los de nuestro estudio.

Las comparaciones permiten suponer que la in-
corporacién de hongos ligninoliticos a forrajes con
alto contenido de fibra, como en nuestro experimen-
to, favorece la degradacién de la fibra por accién en-
zimdtica. Esto porque P ostreatus es un degradador
eficaz de lignina (Tuyen ez al., 2013) y aumenta las
fracciones digeribles de los sustratos (Okano ez al.,
2007) durante su fermentacién en rumen (Tuyen ez
al., 2012). El uso potencial de P ostreatus como me-
jorador de la degradacién de los sustratos lignocelu-
16sicos se determina por el tipo y condicién de estos
durante el proceso de fermentacién sélida (Nayan ez
al., 2018).

CONCLUSIONES

El uso de las cepas MR y P15 de Pleurotus ostrea-
tus como pretratamiento del rastrojo de maiz y pasto
mulato por 30 dias redujo el contenido de fibra de-
tergente neutro e incrementé la proteina cruda. Es-
tas mejoras se reflejaron en la produccién de biogis,
metano y degradaciones 7z vitro; lo cual indic que el
tratamiento de estos sustratos con P ostreatus mejo-
16 la disponibilidad de nutrientes en la fermentacién
con microorganismos en el rumen.
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RESUMEN

La evaluacién de la seguridad alimentaria en México se reali-
za por medio de la Escala Mexicana de Seguridad Alimentaria
(EMSA) compuesta por reactivos de respuesta dicotémica que
miden el acceso a los alimentos en los hogares con y sin menores
de 18 anos. Una manera de validar la EMSA es a través del Ani-
lisis de Factores Confirmatorio (AFC) al contrastar la estructura
de las variables latentes con los datos observados. La correlacién
entre los reactivos de la EMSA se obtiene con la correlacién te-
tracérica de una tabla de contingencia de doble entrada, la cual
asume variables latentes con distribucién Normal. Sin embargo,
el supuesto de simetria restringe la admisién de variables que no
cumplen con este supuesto, como las econémicas que se caracte-
rizan por su distribucién asimétrica. El objetivo de esta investiga-
cién fue proponer un estimador de la correlacién tetracérica para
diferentes niveles de asimetrfa. Este coeficiente se denominé [)[w
el cual minimiza la diferencia entre la proporcién de coinciden-
cias de las variables dicotdmicas en estudio y la probabilidad de la
distribucién Normal Asimétrica bivariada. El ﬁ[SN se caracterizé
por su consistencia y robustez estadistica en los diferentes niveles
de asimetria considerados. Los modelos AFC con los datos de la
EMSA 2014 confirmaron la estructura tedrica de la escala para
adultos. En hogares con menores, el AFC sugirié una confusién
en el entendimiento de los reactivos asociados con experiencias
de hambre. El modelo sugiere que la falta de dinero o recursos
limita la variedad de los alimentos y elimina algiin tiempo de
comida tanto en adultos como en menores. Estos hallazgos solo
fueron visibles en el AFC con la inclusién del coeficiente £

‘SN
propuesto. El método de estimacién propuesto permite analizar
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ABSTRACT

Food security in Mexico is evaluated using the Mexican Food
Security Scale (EMSA), composed of dichotomous-response
items that measure access to food in households with and
without children (members under 18 years-old). One way to
validate EMSA is through Confirmatory Factor Analysis (CFA),
by comparing the structures of latent variables with the observed
data. The correlation between EMSA items is obtained using
tetrachoric correlation on a double-entry contingency table,
which assumes latent variables with a normal distribution.
However, the symmetry assumption does restrict the admission
of variables that do not satisfy this assumption, such as economic
variables, which are characterized by a skewed distribution. The
aim of this research was to propose an estimator of the tetrachoric
correlation for different levels of skewness. This coefficient
was denoted [)[SN , which minimizes the difference between
the proportion of coincidences of the dichotomous variables
under study and the probability of the Bivariate Skew Normal
distribution. ﬁ[SN was characterized by its statistical consistency
and robustness at the different levels of skewness considered. The
CFA models with EMSA 2014 data confirmed the theoretical
structure of the scale for adults. In households with children, the
CFA suggested a confusion in the comprehension of items related
to hunger experiences. The model suggests that a lack of money
or resources limits the variety of food and forces either adults or
children to skip one meal. These findings were only visible by
the CFA with the inclusion of the proposed coeflicient Py -
The proposed estimation method helps analyze the correlation
between dichotomous variables with a certain level of skewness,

which can be defined with knowledge of the topic under study.
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la correlacién entre variables dicotémicas con cierto nivel de asi-
metria, el cual puede definirse a partir del conocimiento del tema

en estudio.

Palabras clave: correlacién tetracérica, normal asimétrica, simu-
lacién Monte Carlo, anélisis de factores confirmatorio, validez,

Escala Mexicana de Seguridad Alimentaria.
INTRODUCCION

a medicién de la seguridad alimentaria en

México se realiza por medio de la Escala Mexi-

cana de Seguridad Alimentaria (EMSA). Esta
escala es un conjunto de 12 reactivos de respuesta
dicotémica que permite la identificacién de cuatro
posibles grados de inseguridad alimentaria: insegu-
ridad alimentaria severa; inseguridad alimentaria
moderada; inseguridad alimentaria leve, y seguridad
alimentaria. A partir de los grados de inseguridad ali-
mentaria se construye el indicador de carencia por
acceso a la alimentacién, de modo que la poblacién
considerada como carente es aquella que vive en ho-
gares con inseguridad alimentaria moderada o severa
(CONEVAL, 2010).

Ya que las escalas se utilizan para cuantificar
conceptos teéricos que no se pueden medir directa-
mente, la validez de dichos instrumentos constituye
un elemento bésico en la comprensién del tema en
cuestién. Es decir, que las escalas, como todos los
instrumentos de medicién, deben tener la capacidad
de medir el constructo que pretenden cuantificar,
de modo que, los resultados que se generan a partir
de ellas adquieren sentido tinicamente si provienen
de una herramienta vilida desde el punto de vista
cientifico (Pérez-Gil, 2000). La validez se refiere a
la capacidad de reflejar el rasgo que se pretende me-
dir por medio de las variables observables, es decir,
el grado en el cual la teorfa y la evidencia empirica
respaldan las conclusiones obtenidas por medio de
los resultados de la escala. Asimismo, en el caso de las
escalas de seguridad alimentaria, la validez posibilita
la identificacion de los grupos de riesgo y vulnerables
en el tema de la alimentacién y enfrentar de manera
efectiva la problemadtica de la seguridad alimentaria.

Con base en la metodologia propuesta por FAO
(2012), Villagémez et al. (2014) realizaron pruebas
de validacién a la EMSA por medio del ordenamien-
to de reactivos, coeficiente de Cronbach, paralelis-
mo de curvas de prevalencia y el modelo de Rasch;
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INTRODUCTION

ood security in Mexico is measured using the

Mexican Food Security Scale (EMSA). This

scale is a set of 12 dichotomous-response items
that allow the identification of four possible degrees
of food insecurity: severe food insecurity, moderate
food insecurity, mild food insecurity and food
security. From the degrees of food insecurity, the
indicator of lack of access to food is constructed; thus,
the population that is considered deprived is formed
by those who live in households with moderate or
severe food insecurity (CONEVAL, 2010).

Since the scales are used to quantify theoretical
concepts that cannot be measured directly, the validity
of such instruments constitutes a basic element in
the comprehension of the subject at hand. That is,
scales, like all measurement instruments, must be
able to measure the construct which they intend
to quantify, so that results produced from them are
only meaningful if they come from a scientifically
validated tool (Pérez-Gil, 2000). Validity refers to
the ability to reflect the trait to be measured using
observable variables, i.e. the degree to which theory
and empirical evidence support the conclusions
obtained by the results of the scale. Likewise, in the
case of food security scales, validity helps identifying
groups at risk and vulnerable groups in terms of
food security, in order to tackle the problem of food
security in an effective way.

Based on the methodology proposed by FAO
(2012), Villagémez ez al. (2014) performed validation
tests on EMSA by sorting of items, calculating the
Cronbach coefficient, the parallelism of prevalence
curves and the estimation of Rasch model. They
concluded that the EMSA has the conceptual and
technical solidity of its results. However, there are
statistical alternatives to analyze the validity of the
scale, and therefore reinforce its scientific basis. The
Confirmatory Factor Analysis (CFA) is one of them,
and uses correlation matrix of the observed variables
as an input. In addition, the CFA is considered
an adequate analytical tool to empirically test the
theoretical structure of an instrument. From the
relationship between the latent characteristics it
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concluyeron que la EMSA cuenta con la solidez
conceptual y técnica de sus resultados. Sin embar-
go, existen otras alternativas estadisticas para analizar
la validez de la escala y con ello, reforzar su funda-
mento cientifico. El Andlisis de Factores Confirma-
torio (AFC) es una de ellas y utiliza como insumo
la matriz de correlacién de las variables observadas.
Ademais, el AFC se considera como una herramienta
analitica apropiada para probar de manera empirica
la estructura teérica de un instrumento. A partir de
la relacién entre los rasgos latentes que representa y
sus variables manifiestas, permite la incorporacién de
una teorfa o hipdtesis establecida previamente para
formalizar el modelo que serd puesto a prueba.

La correlacién entre los reactivos de la EMSA
se obtiene por medio de la correlacién tetracdrica,
la cual se basa en variables latentes con distribucién
Normal. Sin embargo, el supuesto de simetria res-
tringe la admisién de variables que no cumplen con
este supuesto, como las econdmicas que se caracteri-
zan por su distribucién asimétrica.

Por lo tanto, en esta investigacién se propone un
método para estimar la correlacién tetracérica que
incluye el nivel de asimetria y realizar la validacién de
la EMSA por medio del AFC con matrices de corre-

lacién que consideran distintos niveles de asimetria.
MATERIALES Y METODOS

Fuente de informacién

La Escala Mexicana de Seguridad Alimentaria (EMSA) es un
conjunto de 12 reactivos que miden el concepto teérico de la se-
guridad alimentaria a través de preguntas con las cuales es posible
conocer, si por falta de dinero o recursos, los hogares enfrentan
cambios tanto en la cantidad como en la calidad de los alimentos,
e incluso, si han tenido experiencias de hambre. Los reactivos son
de respuesta dicotémica (Si=1, No=0), se ordenan en un conti-
nuo de severidad y permiten distinguir el acceso a los alimentos
de los adultos y el de los menores de 18 afios (Villagémez ez al.,

2014). Los reactivos de la EMSA son los siguientes:
Reactivos para adultos

ALIM_01: En los dltimos tres meses, por falta de dinero o re-
cursos, salguna vez usted o algin adulto en su hogar tuvo una
alimentacion basada en muy poca variedad de alimentos?

ALIM_02: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, jalguna vez usted o algin adulto en su hogar dejé de desayu-

nar, comer o cenar?

represents, and its manifest variables, CFA helps
incorporate a previously established theory or
hypothesis to formalize the model to be tested.

The correlation between EMSA items is obtained
by tetrachoric correlation, which is based on latent
variables with a normal distribution. However, the
symmetry assumption does restrict the admission of
variables that do not satisfy this assumption, such as
economic variables, which are characterized by their
skewed distribution.

Therefore, this research proposes a method to
estimate the tetrachoric correlation that includes the
level of skewness; and to validate EMSA using CFA
with correlation matrices considering different levels
of skewness.

MATERIALS AND METHODS

Data source

The Mexican Food Security Scale (EMSA) is a set of 12 items
that measure the theoretical concept of food security using
questions to find out if households face changes in food quantity
and quality, or even if they have experienced hunger, due to lack
of money or resources. The items have dichotomous responses
(Yes=1, No=0), they are ordered in a continuum of severity
and are used to identify degrees of access to food in adults and
members under 18 years-old (Villagémez ez al., 2014). The
EMSA items are as follows:

Items for adults

ALIM_01: In the past three months, due to lack of money or
resources, have you or has any adult in your household had a diet
based on a very little variety of food?

ALIM_02: In the past three months, due to lack of money or
resources, have you or has any adult in your household had to
skip breakfast, lunch or dinner?

ALIM_03: In the past three months, due to lack of money or
resources, have you or has any adult in your household eaten less
than you think you should have?

ALIM_04: In the past three months, due to a lack of money or
resources, have you run out of food?

ALIM_05: In the past three months, due to lack of money or
resources, were you or was any adult in your household hungry,
but did not ear?

ALIM_06: In the past three months, due to lack of money or
resources, have you or has any adult in your houschold eaten

only once a day or not at all in an entire day?
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ALIM_03: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, salguna vez usted o algtin adulto en su hogar comié menos
de lo que usted piensa debia comer?

ALIM_04: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, ;alguna vez se quedaron sin comida?

ALIM_05: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, salguna vez usted o algtin adulto en su hogar sintié hambre
pero no comié?

ALIM_06: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, jalguna vez usted o algtin adulto en su hogar sélo comié una

vez al dfa o dejé de comer todo un dia?
Reactivos para menores de 18 afios

ALIM_07: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, salguna vez algin menor de 18 afios en su hogar tuvo una
alimentacién basada en muy poca variedad de alimentos?
ALIM_08: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o re-
cursos, jalguna vez algin menor de 18 afios en su hogar comié
menos de lo que debia?

ALIM_09: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, jalguna vez tuvieron que disminuir la cantidad servida en las
comidas a algin menor de 18 anos del hogar?

ALIM_10: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o re-
cursos, ;alguna vez algiin menor de 18 afios en su hogar sintié
hambre pero no comié?

ALIM_11: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, salguna vez algin menor de 18 afios en su hogar se acosté
con hambre?

ALIM_12: En los tltimos tres meses, por falta de dinero o recur-
sos, ;alguna vez algin menor de 18 afios en su hogar comié una
vez al dfa o dejé de comer todo un dia?

Los resultados de la EMSA son de acceso publico y estdn dis-
ponibles en la pagina oficial del Consejo Nacional de Evaluacién
de la Politica de Desarrollo Social (CONEVAL).

Fl Anilisis de Factores Confirmatorio es una técnica esta-
distica que se utiliza en la validacion de escalas. Con base en la
correlacién existente entre las variables medibles se contrasta la
correspondencia tedrica con el constructo que se quiere cuantifi-
car a partir de la especificacién de un modelo hipotético (Sudrez,

2015).
Anilisis de Factores Confirmatorio
El Anilisis de Factores Confirmatorio (AFC) es una técnica
estadistica que permite especificar la relacién entre la variable la-

tente o constructo que se desea medir y las variables observables,

también llamadas variables manifiestas.
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Items for individuals under 18 years-old

ALIM_07: In the past three months, due to lack of money or
resources, has any underage person in your household had a diet
based on a very little variety of food?

ALIM_08: In the past three months, due to lack of money or
resources, has any underage person in your household eaten less
than you think they should have?

ALIM_09: In the past three months, due to lack of money or
resources, did you ever have to serve less food to any underage
person in your household?

ALIM_10: In the past three months, due to lack of money or
resources, was any underage person in your household hungry
but did not ear?

ALIM_11: In the past three months, due to lack of money or
resources, did any underage person in your household go to bed
hungry?

ALIM_12: In the past three months, due to lack of money or
resources, has any underage person in your household eaten only
once a day or not at all in an entire day?

The results of the EMSA are of public access and available on
the official website of the Consejo Nacional de Evaluacién de la
Politica de Desarrollo Social (CONEVAL).

The Confirmatory Factor Analysis is a statistical technique
used to validate scales. Based on the existing correlation between
measurable variables, the theoretical correspondence is contrasted
with the construct to be quantified from the specification of a

hypothetical model (Sudrez, 2015).
Confirmatory Factor Analysis

The Confirmatory Factor Analysis (CFA) is a statistical
technique to specify the relation between a latent variable or
construct to be measured and observed variables, also called
manifest variables.

The matrix representation of the existing relation between

observed and latent variables corresponds to the following model:

X=AF+e 1)

where X is the p-dimensional vector of observable endogenous
indicators, A is the p x m, dimensional factorial loadings matrix,
Fis the m—dimensional vector of factors or latent variables and
¢ is the p-dimensional vector of measurement errors. The CFA
model considers that the factors and the measurement errors are

independent, i.e. corr (£, €) = 0.
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La representacién matricial de la relacién existente entre
las variables observables y las variables latentes corresponde al
siguiente modelo:

X=AF+e 1)

donde X es el vector de p indicadores endégenos observables, A
es la matriz de cargas factoriales de dimensién p x m, F es el vec-
tor de 2 factores o variables latentes y € es el vector de los p erro-
res de medicién. El modelo AFC considera que los factores y los

errores de medicién son independientes, es decir, corr (£, €) = 0.

SiE~N, 0, ) ye~N,(0 0,), entonces X ~N, (0, Z).
Dado que Cov (F, X) = A, la matriz de varianzas y covarianzas =

puede expresarse como:

D=AA+0O, @)

En la diagonal principal de ©, se encuentran las varianzas de
los errores de medicién de cada indicador enddgeno observable
y fuera de la diagonal estdn las covarianzas entre los errores de
medicidén. Por lo tanto, la matriz @E forma parte del modelo de
AFC. Lo anterior representa una de las principales ventajas del
AFC, dado que permite incluir explicitamente al error de me-
dicién (g) en el modelo, a diferencia de los modelos cldsicos de
regresion.

La hipétesis principal a contrastar en el AFC es que si el mo-
delo es correcto, la matriz de varianzas y covarianzas poblacional
() puede reproducirse por la matriz de varianzas y covarianzas
asociada con el modelo teérico (X(0)). Donde 6 puede sustituirse
por é , un estimador de mdxima verosimilitud, minimos cuadra-
dos ordinarios, minimos cuadrados generalizados, entre otros, a
fin de que la diferencia entre 2(9) y 2 sea minima. Dado que
> no es conocida, se utiliza la matriz de covarianzas de la muestra

(S) como el estimador de X en (2).
Medidas de bondad de ajuste

Kline (2011) propuso que la evaluacién del ajuste del mode-
lo se realice en funcién de indices de ajuste globales e individua-
les. Los indices globales evaltan el grado de ajuste del modelo en
su conjunto, mientras que los indices individuales permiten la
evaluacién de los pardmetros del modelo. Los indices de ajuste
global que se usan con mayor frecuencia se enuncian a continua-

cién (Acock, 2013).

Indice Comparativo de Ajuste (CFI, por sus siglas en inglés).

Compara el ajuste del modelo propuesto y el ajuste de un modelo

If £ ~N, (0, D and £ ~N, (0, ©), then X ~N, (0, 3).
Given Cov (£, X) = A, variances and covariances matrix > can

be expressed as:

z: AN + 0O, (2)

In the main diagonal @, there are the variances of the
measurement errors of each observed endogenous indicator;
and outside the diagonal, there are the covariances between
measurement errors. Hence, matrix 95 is a part of the CFA
model. This is one of the main advantages of the CFA, since
it helps explicitly include measurement error (¢) in the model,
unlike classic regression models.

The main hypothesis to contrast in the AFC is that, if the
model is correct, variance and covariance population matrix
(2) can be reproduced with the variance and covariance matrix
associated with the theoretical model (Z(0)), where 6 can be
substituted for é, a maximum likelihood estimator, ordinary
least squares, generalized least squares, and others, so that the
difference between Z( é) and X be minimal. Given that X is
unknown, sample covariance matrix (S) is used as the estimator

of 2 in (2).
Goodness-of-fit Indices

Kline (2011) proposed that evaluation of the goodness of fit
of the model be carried out based on global and individual fit
indices. Global indices evaluate the degree of fit of the model in
its entirety, whereas individual indices help evaluate parameters
of the model. The most frequently used global fit indices are
presented below (Acock, 2013).

Comparative Fit Index (CFI). It compares the adjustment of the
proposed model and the adjustment of a model of independent

variables, i.e. the one in which all covariances are equal to zero.

The CFI is defined as follows:

maximo [(xi 'gL,),O]

Cr=1- méximo[(}{% ‘gk),O]

where %, and g/ are the values of the chi-square statistic and
the degrees of freedom for the proposed model, respectively; X
and g/, are the values of the chi-square statistic and the degrees of

freedom for the independent variables model, respectively.

Root Mean Square Error of Approximation (RMSEA).
It measures the difference between Z(é) and S. This is a
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de variables independientes; es decir, en el cual todas las
covarianzas son cero. El CFI se calcula como:

CEI=1- méximo[(xi‘gln),ol]

méximo[(xﬁ ’gk),O

donde X, y g/ son los valores del estadistico ji-cuadrada y los
grados de libertad del modelo propuesto, respectivamente; Xy
gl, son los valores del estadistico ji-cuadrada y los grados de li-

bertad del modelo de variables independientes, respectivamente.

Error de aproximacién cuadritico medio (RMSEA, por sus
siglas en inglés). Mide la diferencia entre las matrices Z(é)
y S. Este es un indice de parsimonia, ya que su valor disminuye a
medida que el modelo tiene mds grados de libertad o el tamao

de muestra () crece.

WSEA=/WW [(xm glﬂ 0]]

Residuo cuadritico medio estandarizado (SRMR, por sus si-
glas en inglés). Es la raiz cuadrada del promedio de los residuales
al cuadrado. Si el cdlculo de los residuales se realiza a partir de
las matrices de correlacién, el SRMR estard en términos de la
correlacién residual media y facilita su interpretacién porque las
correlaciones estin en la misma escala, lo cual no sucede con
las covarianzas que varfan respecto a la variable y a la unidad de

medida.

Residuales estandarizados (STD RES, por sus siglas en inglés).
Diferencia estandarizada entre las covarianzas observadas (S) y las

covarianzas estimadas por el modelo 2.(0).

Los indices de ajuste individual, o indices de ajuste del mo-
delo de medida, se refieren a la evaluacién de la significancia es-
tadistica del vector de pardmetros estimados 6, los porcentajes
de varianza explicada por el factor y el porcentaje explicado por
los errores de medicién, asi como la magnitud y el sentido de las
cargas factoriales.

Cuando las variables observables consideradas en el AFC son
de tipo cuantitativo, la estimacién de los pardmetros del modelo
se realiza a partir de la matriz de varianzas y covarianzas, mien-
tras que para variables de tipo cualitativo se realiza a partir de la
matriz de correlacién (Byrne, 2016). En el caso de variables dico-
tomicas, la prueba y? de independencia de dos variables no indica
la magnitud ni la direccién de la asociacién. Una alternativa para

ello es la correlacién tetracérica (Pearson, 1900), la cual permite
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parsimony index, since its value decreases as the model has more

degrees of freedom or the sample size () grows.

RMSEA =, | méximo [ Xm gl” ],0
gh(n-1)

Standardized Root Mean Square Residual (SRMR). It is the
square root of the average square of residuals. If the calculation
of residuals is obtained from correlation matrices, the SRMR will
result in terms of the mean residual correlation, thus making its
interpretation easier, because correlations are in the same scale.
This is not the case with covariances, due to they vary in relation

to the variable and the measurement unit.

Standardized Residuals (STD RES). Standardized difference
between observed covariances (S) and the covariances estimated

using the model Z( é)

Individual fit indices, or measurement model fit indices,
refer to the evaluation of statistical significance of the vector of
estimated parameters 6, the proportion of variance explained by
the factor and the proportion explained by measurement errors,
as well as the magnitude and the direction of the factor loadings.

When observed variables considered in the CFA are
quantitative, estimation of parameters of the model is carried
out from the variance and covariance matrix, whereas for
qualitative variables, is carried out from the correlation matrix
(Byrne, 2016). In the case of dichotomous variables, the y? test of
independence of two variables does not indicate the magnitude
nor the direction of the association. An alternative for this is the
tetrachoric correlation (Pearson, 1900), which helps finding the
magnitude and the direction of the association. Kline (2011)
proposed the use of the tetrachoric correlation in the CFA model

(1) to analyze dichotomous variables.
Tetrachoric correlation

If we consider that the measurement of two variables, X
and Y, with dichotomous response (0 and 1) of 7 individuals is
summarized in a contingency table, where 4, 4, ¢ and d represent
the observed frequencies of each combination of levels of X and
Y; then, the proportions related to these frequencies are displayed
in Figure 1.

Let us suppose that observed variables X and Y are related
to continuous latent variables X* and Y*, respectively. Let z,
and z, be the thresholds to identify each one of the categories of

dichotomous variables X and Y as follows:
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conocer la magnitud y la direccién de la asociacién. Kline (2011)
propuso utilizar la correlacién tetracérica en el modelo de AFC

(1) para analizar variables dicotémicas.
Correlacién tetracérica

Si se considera que la medicién de dos variables, X'y ¥, con
respuesta dicotomica (0 y 1) de 7 individuos se resume en una ta-
bla de contingencia, donde 4, 4, ¢y d representan las frecuencias
observadas de cada combinacién de los niveles de X'y ¥; enton-
ces, las proporciones asociadas con estas frecuencias se muestran
en la Figura 1.

Al suponerse que las variables observables, X'y ¥, se relacio-
nan con variables latentes continuas X* y ¥*, respectivamente; y
cuando z, y z, son umbrales que permiten identificar cada una

de las categorias de las variables dicotémicas X'y Y de la siguiente

manera:
x= 0 si X*<gz 0 siY*<5
1 si X*>a 1 siYV*>2

; se asume que el

vector aleatorio (X*, Y*)’ tiene una distribucién Normal estdndar

bivariada N, (0, ), donde Q = (; f ') y p, es la correlacién

entre las variables latentes X* y Y*.
Los cuantiles que definen las proporciones marginales de X'y

Y a partir de la funcién de distribucién Normal Estdndar @ son:

e
zz=q)“(d;C)

Los umbrales z, y z, definen el punto de corte que divide a
la distribucién Normal estdndar bivariada en cuatro cuadrantes,
cuyas probabilidades corresponden a las proporciones observadas
(Figura 1).

El coeficiente de correlacién tetracérica p , definido por Pear-

son (1900), satisface que:

z,

a -
n

8 —

f(p(x*,}/*,pr)dx*dy*

donde ¢(-) es la funcién de densidad de la Normal esténdar bi-

variada.

Este coeficiente de correlacién no considera el nivel de asi-
metrfa en las variables latentes, el cual puede incorporarse por

medio de la distribucién normal asimétrica.

Y

0 1
0 a B a+b
n n n
X
1 [ E c+d
n n n
a+c
b+d 1
n n

Figura 1. Tabla de proporciones de las combinaciones de las
variables dicotémicas X'y Y.

Figure 1. Table of proportions for the combinations of
dichotomous variables X and Y.

0 siX*<z )0 iYY<z
1 si X*>z 1 siY*> 2z .

>

The random vector (X*, ¥*)’ is assumed to have a bivariate

standard normal distribution N, (0, ), where Q = (1 f’)

and p_ is the correlation between latent variables X* and Y*.
The quantiles that define marginal proportions of X and ¥’

from a standard normal distribution function @ are:

s
zZ—(I)"<ﬂ;[)

Thresholds z and z, define the cut-off point dividing
bivariate standard normal distribution into four quadrants, the
probabilities of which correspond to the observed proportions
(Figure 1).

The tetrachoric correlation coefficient p , defined by Pearson
(1900), satisfies:

2z,

a -
n

8 —

f(p(x*,}/*,pt)dx*dy*

where, ¢(-) is the normal bivariate standard density function.
This correlation coefficient does not consider the level of

skewness in the latent variables, which can be incorporated

through a skew normal distribution.
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Distribucién Normal Asimétrica

Azzallini (1985) dio a conocer de manera formal la defini-
cién de la familia de distribuciones Normales Asimétricas (SN,
por sus siglas en inglés), como una generalizacién de la familia
de distribuciones Normales. La familia SN incluye, ademds de
los pardmetros de localidad y escala, un pardmetro de forma (@)
que permite regular la asimetria de la distribucién. La distribu-
cién SN ha sido de gran interés porque comparte muchas de las
propiedades de la distribucién Normal (Azzallini y Capitanio,
2014).

Distribucién Normal Asimétrica univariada

Una variable aleatoria continua X tiene distribucién Normal
Asimétrica con pardmetro de forma &, denotada como X ~SN

(@), si su funcién de densidad es:

fy=20k) © (ax) VxERN,a EN

donde ¢(-) y ®@(-) corresponden a las funciones de densidad y

distribucién de la Normal estdndar, respectivamente.
Distribucién Normal Asimétrica bivariada

Sean X = (X, X2) una variable aleatoria continua en 2,
¢,() la funcién de densidad de la distribucién Normal bivariada

w
o l)] () la fun-

cién de distribucién de la Normal estdndar y a = (a,, )" € R2.
La funcién de densidad de X es:

con media 0 y matriz de correlacién € =

fi=2p:(x,Q)®(a'x) 3)

donde X tiene distribucién Normal Asimétrica bivariada con pa-

réametro de forma @ y se denota como X ~SN, (R, @).
Distribuciones marginales de la Normal Asimétrica bivariada
Si X= (X, X)" ~ SN, (R, @), las distribuciones marginales

de X, y X, son SN (@) y SN @, (Azzallini y Capitanio, 1999),

respectivamente, donde los pardmetros de forma son:

- - ot wa,
a1
;;1+(1-w2)a§ )

i ax twa
@ ;;1+(1-a)2)0:2
! 5)
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Skew Normal Distribution

Azzallini (1985) formally published the definition of Skew
Normal distribution family (SN), as a generalization of the
Normal distribution family. The SN family includes location and
scale parameters, and also a parameter of shape (&), which helps
regulate the skewness of the distribution. SN distribution has
been of great interest, because it shares many properties of the

normal distribution (Azzallini and Capitanio, 2014).
Univariate Skew Normal Distribution

A continuous random variable X has a skew normal
distribution with a parameter of shape &, denoted as X ~SN (),

if its density function is:

fy=20k ® (ax) VxER,a €N

where ¢() and ®(-) correspond to the density and distribution

functions of the standard Normal, respectively.
Bivariate Skew Normal Distribution

Let X= (Xl, Xz) * be a continuous random variable in N
¢,(), the density function of bivariate normal distribution with

w
o 1 , D(-) the standard

normal distribution function and « = (¢, @,)” € N2 Then, the

mean 0 and correlation matrix €2 =

density function of Xis:

(€)

where Xhas a bivariate skew normal distribution with a parameter

of shape @ and is denoted as X ~SN, (R, @).
Marginal distributions of Bivariate Skew Normal Distribution

Let be X = (X, X)" ~ SN, (R, @); then the marginal
distributions of X| and X, are SN (@) and SN (@,) (Azzallini
and Capitanio, 1999), respectively, where the parameters of

shape are:

- = ot wa,
a1
;;1+(1-a)2)a§ )

- = ot wa
a2
;;1+(1-w2)af 5)
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Coeficiente de correlacién en la distribucién Normal Asimé-

trica bivariada

Sea X'= (X, X))" con distribucién SN, (R, @). El coeficiente
de correlacién entre X, y X, (Azzallini y Dalla-Valle, 1996) es:

w-28,0

Pxx: = L
/(‘ f)( 53)
donde 8 = (81,8,) = —2&

,/1+g_’£2g

Propuesta para calcular la correlacién tetracdrica con base

en la distribucién Normal Asimétrica

Si se considera que el vector aleatorio X = X, X)' tiene

distribucién Normal Asimétrica bivariada SN, (Q,,, @), donde

1
Qo= ( ISN ; entonces, el coeficiente @ ., satisface que:
Wy

%:fff (X15 22, W sv) der dlea
B (6)

donde f () es la funcién de densidad de la distribucién SN,
(R,,, @) definida en (3).

De acuerdo con (4) y (5), los cuantiles z, y 2, se obtienen

como:
o %
2 =q)a,"(d;;€) )

La correlacién tetracérica con base en la Normal Asimétrica,

denotada como p,. ,estd dada por:
SN

SN‘%(§1(52

_ [0}
o 2 (- 2o

©)

Correlation coefficient in Bivariate Skew Normal Distribution

Let X = (X, X,)” be with distribution SNV, (R, @); then, the
correlation coefﬁaent between X, and X, (Azzallini and Dalla-
Valle, 1996) is:

w-%é‘éz
Pxx: =
227
donde & = (61,8,) = —2&

J1+a'Qa

Proposal to calculate tetrachoric correlation based on Skew

Normal Distribution

If the random vector X = X, Xz) is considered to have

a bivariate skew normal distribution SN, (Q,, @) where
Qg = ( ! wSN) , then the coefficient  ,, satisfies:

W, 1
% = f /f; M,Xz,(l)sN)Xm d)& (6)

where f(*) is the density function of distribution SN, (€2, @)
defined in (3).

According to (4) and (5), quantiles z, and z, are obtained as:

zl=(I);,'l(d;b> -

The tetrachoric correlation based on skewed normal, denoted

asp,, is given by:

)
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Procedimiento para la estimacién Monte Carlo del
coeficiente de correlacién tetracérica con base

en la distribucién Normal Asimétrica

Debido a que no es posible evaluar analiticamente la doble
integral en (6) para despejar a @, y luego obtener ap, en 9), el
problema de estimacién de dichos pardmetros se aborda a través
de simulacién Monte Carlo.

Ya que la proporcién % representa el drea de la distribucién
Normal Asimétrica bivariada determinada por los cuantiles z, y
2,, la ecuacién (6) puede expresarse como la probabilidad con-

junta de dos eventos; es decir:

n

PXSaX<a)= [ [ f(0oww)dde=-2

El procedimiento de estimacién consiste en los siguientes

pasos:

1. Definir una particién de tamafio 4 del intervalo [-1, 1], al cual
pertenece g, .
2. Para cada valor de Wy elemento de la particién, se realiza el
siguiente procedimiento:
2.1. Simular una muestra pseudo aleatoria de tamafno 7 de la
distribucién SN, (€2 a,= (ao’l, aovz)'.

2.2. Contar la proporcién de parejas (x,, x,) de la muestra

o ). donde
simulada que cumplan simultdineamente que x,<z, y
x,=<z,. Los cuantiles z, y 2, se determinan a partir de las
expresiones (7) y (8) que son funcién de las proporcio-
nes marginales observadas.

2.3. Para no depender de los resultados de una muestra, los
pasos 2.1 y 2.2 se repiten / veces. En cada una de las /
muestras asimétricas bivariadas se obtiene la proporcién

% ,7=1, 2,..., [, de parejas en la muestra que cumplen

L
1 i

]} :

con la condicién establecida en el paso 2.2.
2.4. La proporcién asociada a @, , es (%) =
i=1,2,..., k.
. a
3. La proporcién observada 7, se compara con cada una de las
. L .
proporciones —,~ obtenidas en 2.4, de modo que el valor @, ,
asociado con la diferencia minima corresponde a la estimacién
de 0T denotado como ws/v , el cual permite obtener la esti-
macién depls , es decir, p_, de acuerdo con (9).
N SN

’s

RESULTADOS Y DISCUSION
El anilisis de la consistencia de 2, se realizé por
medio de un estudio de simulacién Monte Carlo con

1000 repeticiones con el paquete sz (Azzallini, 2018)
del programa R Core Team (2019). A partir de muestras
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Monte Carlo estimation procedure for tetrachoric

correlation coefficient based on Skew Normal Distribution

Due to the impossibility of analytically analyzing the double
integral in (6) to find w , and then obtainp[SN in (9), the problem
of estimating these parameters is tackled using a Monte Carlo
simulation.

Since the proportion % represents the area of the bivariate
skew normal distribution determined by quantiles z, and z,,
equation (6) can be expressed as the joint probability of two

events, i.e. as follows:

n

PX<aX<a)= [ [ £ (0oww)ddo=-2

The estimation procedure consists of the following steps:

1. Defining a k-sized partition of interval [-1, 1], to which g,
belongs.
2. For each value of o element of the partition, the following
procedure is applied:
2.1. Simulating a pseudo-random #-sized sample of the SV,
(Q

2.2. Counting the proportion of vectors (v, x,) in the

o c_zo) distribution, where a,= (ao’l, aovz) ‘.
simulated sample that simultaneously satisfy thaty, <z,
and x,<z,. Quantiles z, and z, are determined from
the expressions (7) and (8), which are functions of the
observed marginal proportions.

2.3. In order to avoid dependency on the results of a sample,
steps 2.1 and 2.2 are repeated / times. Each of the /
bivariate skew samples gives the proportion % , j=1,
2,..., I, of vector pairs in the sample that comply with the
condition established in step 2.2.

2.4. 'The proportion associated to w,  is (%) =
,i=1, 2,0, k.

3. The % observed proportion is compared with each

proportion m7 obtained in 2.4, so that value W related

to the minimum difference, corresponds to the estimation of

g denoted as G)SN, which helps obtain the estimation of

Py that is, Py according to (9).

RESULTS AND DISCUSSION

A consistency analysis of P, was performed
using a Monte Carlo simulation study with 1000
iterations using the sz package (Azzallini, 2018) of the
R Core Team (2019) program. From pseudo-random
n -sized samples with SN, (Q2,,, @) distribution,



VALIDACION DE LA ESCALA MEXICANA DE SEGURIDAD ALIMENTARIA MEDIANTE LA CORRELACION TETRACORICA

pseudo aleatorias de tamano 7 de la distribucién
SN, (L2,,, @), donde w,, = 0.9, a, = a,= 0.8 Y Py

= 0.825, se construyeron variables dicotémicas con

base en los cuantiles asociados con proporciones mar-

ginales fijas (2L = 07064 ¥ (£1£) = 0.8550-
La tabla de proporaoones de las variables dicotémicas
construidas proporciond el insumo necesario para la
aplicacién del método de estimacién de p, , donde
k=150, [=30, y » € {30, 100, 500, 1000, 5000,
10 000}.

El estudio de simulacién Monte Carlo mostré que
P, es un estimador robusto al nivel de asimetria y
consistente en Error Cuadritico Medio (ECM). Los
resultados sefialaron una reduccién importante de la
varianza, y en consecuencia del ECM, a partir de las
muestras de tamano 7=100. Ademds, la estimacién
fue mds cercana al valor de referencia p, = 0.825
conforme aumentd el tamano de muestra, io cual fue
evidencia de la consistencia del estimador propuesto
(Cuadro 1).

La distribuciéon de las simulaciones mostré que
las estimaciones se concentran alrededor del valor de
referencia P, (representado por la linea vertical) a
medida que el tamafio de muestra aumenta (Figura
2).

El método propuesto permitié la identificacion
de la relacién inversa entre nivel de asimetria y la
magnitud de la correlacién 2., (Cuadro 2).

Los resultados mostraron que, ante la presencia
de asimetria, la correlacion tiende a ser menor a la
obtenida en el caso @, = 0. Sin embargo, el gra-
do de asociacién no se vio afectado, pues en todos
los escenarios definidos se observé una correlacién

where @, 09a—a—08andp = 0.825,
dlchotomous variables were constructed, based on the

quantiles associated with fixed marginal proportions

(";b) = 0.7064 and (“7”) =0.8550- 'The
proportions table of the constructed dichotomous

variables provided the required input for the
application of the estimation method of P, where
k=150, /=30, and » € {30, 100, 500, 1000 5000,
10 000}.

Monte Carlo simulation study showed that 2,
is a robust estimator at the skewness level and it is a
mean-squared-error consistent estimator (ECM). The
results indicated a significant reduction in variance,
and consequently, on its ECM, from samples of size
n=100. In addition, the estimation came closer to
the reference value p, = 0.825 as the sample size
increased, which was evidence of the consistency of
the proposed estimator (Table 1).

The distribution of simulations showed that
estimations are concentrated around the reference
value P, (represented by the vertical line) as the
sample size increases (Figure 2).

The proposed method helped identifying the
inverse relationship between level of skewness and
magnitude of correlation ﬁ,SN (Table 2).

Results showed that, given the presence of
skewness, the correlation tends to be lower than the
one obtained when a, = 0. However, the degree of
association was not affected, since in all the defined
scenarios, a high positive correlation was observed,
along with a marginal decrease in correlation from

a, = 2.7.

Cuadro 1. Estimacién del coeficiente p__, segtin tamafio de muestra.
Simulacién Monte Carlo con 1000 repeticiones.
Table 1. Estimation of coefficient p_ , according to sample size.
Monte Carlo simulation with 1000 iterations.

-

Tamano de Py
muestra (7) Media Mediana Sesgo ECM Varianza
30 0.6791 0.7690 -0.14586 0.13790 0.11675
100 0.8178 0.8349 -0.00721 0.01481 0.01478
500 0.8271 0.8349 0.00211 0.00302 0.00302
1 000 0.8240 0.8349 -0.00103 0.00149 0.00149
5000 0.8250 0.8349 0.00003 0.00030 0.00030
10 000 0.8245 0.8349 -0.00050 0.00017 0.00017

RAMIREZ-JIMENEZ et al. 65



AGROCIENCIA

66

Densidad

)

Densidad

Densidad

2.0

1.0

, 1 de enero - 15 de febrero, 2021

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
[ol
n=500
o
<
(o}
R —] | L
i T T T 1
0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Py
n=5000
f=1
o
2
- ] [ ]
i T T T T T ]
0.76 0.78 0.80 0.82 0.84 0.86 0.88
[a

Densidad
0.0 1.0 2.0 3.0

Densidad

80

Densidad
40

n=100
T T T 1
0.4 0.6 0.8 1.0
(ol
n=1000
[ I I I I 1
0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95
Py
n=10000
c —
T T T T T T T 1
0.79 0.80 0.81 0.82 0.83 0.84 0.85 0.86
[

Figura 2. Distribucién de ,[)t , segilin tamano de muestra.
SN

Figure 2. Distribution of D, > according to sample size.
SN

Cuadro 2. Estimacién del coeficiente p_, segin pardmetro de forma.
Primeros dos reactivos HSM, EMSA 2014.

Table 2. Estimation of coeflicient Peg according to parameter of shape.
First two items HSM, EMSA 2014.

&, z o v sy Py,

0.0 0.6947 0.6946 0.0001 0.8657 0.8657
0.8 0.6947 0.6942 0.0005 0.9194 0.8575
1.5 0.6947 0.6936 0.0011 0.9194 0.8218
2.7 0.6947 0.6938 0.0008 0.9194 0.8034
3.4 0.6947 0.6939 0.0007 0.9194 0.7997
4.2 0.6947 0.6939 0.0007 0.9194 0.7974
5.0 0.6947 0.694 0.0007 0.9194 0.7961
6.0 0.6947 0.694 0.0007 0.9194 0.7951
7.0 0.6947 0.6941 0.0005 0.9194 0.7945
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positiva alta y una disminucién marginal en la corre-
lacién a partir de a, = 2.7.

Validacién de la EMSA por medio del Anélisis de

Factores Confirmatorio

El contraste de las estructuras por cada tipo de ho-
gar se realiz6 con la informacién de la EMSA 2014.
La muestra consta de un total de 58 125 hogares a
nivel nacional, de los cuales 22 486 son hogares sin
menores (HSM) y 35 639 son hogares con menores
(HCM). Las Figuras 3 y 4 muestran las estructuras
hipotéticas utilizadas en el AFC correspondientes a
cada tipo de hogar.

Para estimar los modelos se contemplaron las ma-
trices de correlacién obtenidas bajo tres niveles de
asimetria: a,=0,a,=08ya,=2.7. Dichas matrices
se construyeron a partir del método propuesto para la
estimacién de P, Los resultados senalaron que exis-
te una correlacion positiva alta entre los reactivos de
la escala, lo cual refleja el grado de coherencia entre
ellos como variables manifiestas del concepto teérico
de la seguridad alimentaria en los hogares.

Las medidas de bondad de ajuste para los HSM
(Cuadro 3) mostraron un buen ajuste, con excepcion
del RMSEA. En todos los casos, los residuales estan-
darizados indicaron discrepancia minima entre la
matriz de correlaciones observada y la matriz de co-
rrelaciones reproducida por el modelo. Por lo tanto,
los reactivos de la EMSA cuantificaron en forma ade-
cuada el concepto tedrico de la seguridad alimentaria

Seguridad
Alimentaria

I

Validation of EMSA using Confirmatory
Factor Analysis

The contrast of the structures for each type of
household was carried out with the information
from EMSA 2014. The sample consists of a total
of 58 125 households nationwide, 22 486 of which
are households without children (HSM) and 35
639 are households with children (HCM). Figures
3 and 4 show hypothetical structures used in CFA
corresponding to each type of household.

To estimate the models, the correlation matrices
obtained under three levels of skewness were
considered: a,=0,a, =038 and a, =27. These
matrices were created using the proposed method for
the estimation of p . Results indicated that there

1SN
is a high positive correlation between items of the
scale, which reflects the degree of coherence between
them as manifest variables of the theoretical concept
of food security in households.

The goodness-of-fit indices for HSM (Table 3)
showed a good fit, with the exception of RMSEA.
In all cases, the standardized residuals indicated
a minimum discrepancy between the observed
correlation matrix and the correlation matrix
reproduced by the model. Therefore, EMSA items
adequately quantified the theoretical concept of food
security in HSM, and they support the relationship
between theoretical structure and empirical evidence.

The CFA model for HCM with the original

structure proposed (Figure 4) did not show an

ALIM 01

<« E2

ALIM_02

ALIM 03

ALIM_04

Figura 3. Modelo factorial para la seguridad alimentaria en HSM.
Figure 3. Factorial model for food security in HSM.
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Seguridad
Alimentaria
Adultos

Seguridad
Alimentaria
Menores

ALIM 01

ALIM 02 |<— E2

ALIM 03 | <— E3
ALIM 04 | <— g4

ALIM 05 |<— E5

ALIM 06

ALIM_07

ALIM 08 |<— E8

ALIM 09 |<— E9
ALIM 10 |<— E10

ALIM 11 |<— E11

Figura 4. Modelo factorial para la seguridad alimentaria en HCM
Figure 4. Factorial model for food security in HCM

en los HSM y respaldan la correspondencia entre la
estructura tedrica y la evidencia empirica.

El modelo de AFC para HCM con la estructu-
ra original planteada (Figura 4) no mostr6 un ajuste
adecuado para ninguno de los niveles de asimetria
considerados. Sin embargo, al incorporar en el mo-
delo tres relaciones adicionales entre los errores de

medicién (£) de las variables ALIM 01, ALIM_06,

adequate fit for any of the levels of skewness
considered. However, by incorporating into the
model three additional relations between the
measurement errors (E) of the variables ALIM_01,
ALIM_06, ALIM_07, ALIM_10, ALIM_II and
ALIM_12 (Figure 5), the global fit indices improved
substantially. These additional relationships were
obtained from the modification indices, which

Cuadro 3. Medidas de bondad de ajuste para los modelos de HSM, 2014.
Table 3. Goodness-of-fit indices for HSM models, 2014.

Nivel de asimetrfa

Medida @0 - 08 a-27 Criterio de aceptacién
CFI 0.964 0.958 0.953 Mayor a 0.90
RMSEA 0.190 0.196 0.190 Menor a 0.08
SRMR 0.015 0.019 0.024 Menor a 0.08
STD_RES 0.038 0.061 0.072 Menor a 0.10

(valor médximo)
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ALIM_07,ALIM_10, ALIM_11y ALIM_12 (Figura
5), las medidas de ajuste global mejoraron sustancial-
mente. Dichas relaciones adicionales se obtuvieron a
partir de los indices de modificacién, los cuales esti-
man la variacién que puede producirse en el modelo
al introducir una nueva relacién entre variables que
no se haya considerado y contribuye con la mejora
del ajuste del modelo.

La relacién entre los errores de medicién EI y
E7 indicé que la presencia de una situacién adversa
que provoca cambios en la variedad de los alimen-
tos tiene repercusiones a nivel hogar, de modo que
las afectaciones son tanto para los adultos como para
los menores de 18 afios. Una situacién similar ocurre
cuando la severidad de la inseguridad alimentaria se
incrementa al nivel de eliminar algin tiempo de co-
mida para todos los integrantes del hogar, lo cual se
senala por la relacién entre £6'y E12. Estas relaciones
son reflejo del marco conceptual en el que se basa la
EMSA, de modo que cada una de las dimensiones

Seguridad
- Alimentaria -
Adultos

Seguridad
Alimentaria
Menores

estimate the variation that can occur in the model
by introducing a new relationship between variables
that had not been considered, and contributes to the
improvement of the fit of the model.

The relationship between measurement errors
EI and E7 indicated that the presence of an adverse
situation that causes changes in the variety of food
has repercussion at the household level, so the
impacts are both for adults and underage individuals.
A similar situation occurs when the severity of food
insecurity increases until it deprives everyone in
the household from some meal, which is pointed
out by the relationship between £6 and E12. These
relationships reflect the conceptual framework upon
which EMSA is based, so each one of the underlying
dimensions in the measurement of household food
security affects children after adults (FAO, 2012).
Finally, the relationship between E10 and EI11
suggests a confusion in the comprehension of items
related to hunger experiences.

ALIM 01

ALIM 02 | <— E2

ALIM_03 |<— g3
ALIM 04 | +<— E4

ALIM_07

ALIM 08 |<— E8

ALIM 09 |<— E9
ALIM 10 |<— E10

ALIM_11 |<— E11

ALIM_12 |<— g12

Figura 5. Modelo factorial para la seguridad alimentaria en HCM, de acuerdo con los indices de modificacién.
Figure 5. Factorial model for food security in HCM, according to modification indices.
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subyacentes a la medicién de la seguridad alimentaria
en los hogares afecta a los menores después de que
ha afectado a los adultos (FAO, 2012). Por tltimo,
la relacién entre £10 y E11 sugiere confusién en el
entendimiento de los reactivos asociados con expe-
riencias de hambre.

La incorporacién de las relaciones entre los erro-
res de medicién (Figura 5) contribuyé con un mejor

ajuste (Cuadro 4).
CONCLUSIONES

El método de estimacién de P, PErMitio analizar
el comportamiento de la correlacién entre variables
dicotémicas por medio de variables latentes en pre-
sencia de diferentes niveles de asimetria. El estimador
Monte Carlo ,5,SN presentd un comportamiento con-
sistente y de poca varianza.

De acuerdo con los resultados de los modelos del
Analisis de Factores Confirmatorio, los reactivos de
la EMSA explicaron en forma adecuada el concepto
teérico de la seguridad alimentaria para los hogares
sin menores. En los hogares con menores, los resulta-
dos indicaron colinealidad entre los errores de medi-
cién de las variables que corresponden a la variedad
de los alimentos, la eliminacién de algiin tiempo de
comida y las experiencias de hambre.

En tal caso se sugiere revisar los reactivos corres-
pondientes a ALIM_10y ALIM_11 pues existe con-
fusién en su redaccién. La nueva estructura tedrica
se confirmé y fue robusta en presencia de niveles
de asimetria diferentes. Estos hallazgos solo fueron
visibles al considerar las matrices de correlacién obte-
nidas por medio del estimador 2, = propuesto.

The incorporation of relationships between
measurement errors (Figure 5) contributed to a

better fit (Table 4).
CONCLUSIONS

The estimation method of Py helped analyzing
the behavior of correlation between dichotomous
variables by latent variables in the presence of different
levels of skewness. The Monte Carlo estimator ﬁ,SN
showed a consistent and low variance behavior.

According to the results of Confirmatory Factor
Analysis models, EMSA items adequately explained
the theoretical concept of food security for households
without children. In households with children, the
results indicated collinearity between measurement
errors of the variables regarding variety of food, the
elimination of some meal and hunger experiences.

In such a case, a revision is suggested of items
ALIM 10 and ALIM_ 11, because there was
confusion in their wording. The new theoretical
structure was confirmed and it was robust in presence
of different levels of skewness. These findings were
only visible when considering correlation matrices
obtained using the proposed estimator 9, .

—End of the English version—

......*........

Cuadro 4. Medidas de bondad de ajuste para los modelos de HCM, 2014.
Table 4. Goodness-of-fit indices for HCM models, 2014.

Nivel de asimetria

Medida =0 4,-08 a,-27 Criterio de aceptacién
CFI 0.811 0.914 0.895 Mayor a 0.90
RMSEA 0.305 0.183 0.188 Menor a 0.08
SRMR 0.032 0.031 0.043 Menor a 0.08
STD_RES 0.091 0.083 0.155 Menor a 0.10

(valor mdximo)
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RESUMEN

Las técnicas de marcaje de insectos en estudios poblacionales se
utilizan para seguir el desarrollo de los organismos. Por ello, los
colorantes no deben afectar su biologfa, comportamiento o ca-
muflaje, tal como los utilizados en coledpteros, lepiddpteros, dip-
teros, isdpteros e himendpteros. El objetivo del estudio fue eva-
luar la efectividad de dos colorantes liposolubles en el marcaje del
neurdptero Ceracochrysa valida (Banks) y su efecto en el desarro-
llo y supervivencia de larvas y pupas; bajo la hipétesis de que al
menos uno de los colorantes marcarifa bien al insecto sin afectar a
los organismos para su evaluacién. Los colorantes Sudan Red 7B
(rojo) y Sudan Blue 670 (azul) se evaluaron mezclados en la dieta
de las larvas, mds un testigo sin colorante; se usaron 40 larvas
recién eclosionadas por tratamiento. El nimero de insectos mar-
cados y la duracién de los periodos larvario y pupal se evaluaron,
y esta informacidn se analizé con la prueba de Kruskal-Wallis y
la prueba de suma de intervalos de Wilkoxon. El porcentaje de
supervivencia durante los periodos larval, de larva a pupa y de
pupa a adulto se analizd con la prueba de Chi-cuadrada. Todas
las larvas se marcaron adecuadamente con Sudan Blue 670 y el
98% lo hizo con Sudan Red 7B. La duracién de los periodos lar-
vario y pupal presentaron diferencias significativas (p=<0.0001).
Las larvas mostraron un desarrollo larval mds prolongado cuando
se alimentaron con el colorante rojo (mediana de 16 d) o azul
(15.5 d), respecto al testigo (14 d; p<0.0004). Sin embargo, el
periodo pupal fue mayor con el colorante rojo (13 d) que con el
colorante azul (11 d; p=0.0003) o el testigo (11 d; p=<0.0001),
sin diferencias entre estos dos tltimos (p=0.42). Los porcentajes

de supervivencia de larvas, larvas a pupa, emergencia de adulto
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ABSTRACT

Techniques for marking insects in population studies are used
to follow the development of the organisms. For this purpose,
dyes must not affect their biology, behavior, or camouflage;
such as those utilized in coleopterans, lepidopterans, dipterans,
isopterans and hymenopterans. The objective of this study was to
evaluate the effectiveness of two liposoluble dyes in marking the
neuropteran Ceraeochrysa valida (Banks), and the effect of dyes
on the development and survival of larvae and pupae; under the
hypothesis that at least one of the two dyes would adequately
mark the insects without affecting them for evaluation. The dyes
Sudan Red 7B (red) and Sudan Blue 670 (blue) were evaluated
mixed in the diet for larvae, plus a not dyed control; 40 recently
hatched larvae were used per treatment. The number of marked
insects and the duration of the larval and pupal periods were
evaluated. This information was analyzed with the Kruskal-
Wallis test and the Wilcoxon rank sum test. The percentage of
survival as larva, from larva to pupa, and from pupa to adult
periods was analyzed with the Chi-square test. All of the larvae
were adequately marked with Sudan Blue 670 and 98% with
Sudan Red 7B. The duration of the larval and pupal periods
presented significant differences (p=<0.0001). Larvae showed a
longer period of larval development when they were fed with
the red dye (median of 16 d) or blue dye (15.5 d), compared to
the control (14 d; p<0.0004). However, the pupal period was
longer with the red dye (13 d) than with the blue dye (11 d;
p=0.0003) or the control (11 d; p=<0.0001), with no differences
between the latter two (p=0.42). The percentages of survival of
larvae, larva to pupa, emergence of adults, or larva to emergence
of adult did not show significant differences among treatments
(p>0.63). Therefore, Sudan Blue 670 was the dye chosen for the
evaluations of C. valida in the field; which gave an unequivocal

color to the larvae.
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o de larva a emergencia adulto no presentaron diferencias signi-
ficativas entre tratamientos (p>0.63). Por tanto, Sudan Blue 670
fue el colorante de eleccién para las evaluaciones de C. valida

en campo, ademds de aportar a la larva un color inconfundible.

Palabras clave: crisopa, Ceracochrysa valida, desarrollo larval,

liberacién-recaptura, Sudan Blue, Sudan Red.
INTRODUCCION

entro del orden Neuroptera, la familia

Chrysopidae resalta por la capacidad de

depredacién de sus larvas sobre insectos de
cuerpo blando (Giffoni ez 4l., 2007), los cuales in-
cluyen plagas de importancia econémica (Dhanda-
pani ez al., 2016; Rodriguez-Palomera ez al., 2012).
Ceraeochrysa valida (Banks) tiene una capacidad alta
de depredacién en laboratorio sobre Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (Pacheco-Rueda ez
al., 2015; Palomares-Pérez et al., 2016), una de las
plagas mds dafinas de los citricos por ser vector del
Huanglongbing (HLB), enfermedad con gran poten-
cial destructivo (Mora-Aguilera ez al., 2016).

Las larvas de C. wvalida presentan mandibulas
prognatas que sobresalen en la parte anterior del
cuerpo, con las que atrapa y succiona el contenido
de sus presas (Tauber ez /., 2000). Sus cuerpos cam-
podeiformes presentan un exoesqueleto semitranspa-
rente que se obscurece s6lo en algunas dreas quiti-
nosas, lo cual permite ver el hemocele que presenta
dreas blanquecinas formadas por lipidos (Monserrat,
2016). El tubo digestivo de las larvas no estd conec-
tado con el ano; por ello, los desechos alimenticios se
acumulan en su desarrollo y sélo se excretan durante
la metamorfosis (Ribera y Melic, 2015).

Pacheco-Rueda ez al. (2015) y Jose-Pablo ez al.
(2017) estudiaron el ciclo biolégico y la capacidad
depredadora de C. valida en confinamiento, sin in-
formacién sobre su movimiento y permanencia en
campo tras su liberacién (Palomares-Pérez er al.,
2016). Las investigaciones de la dindmica de insectos
en campo se realizan principalmente con la técnica
de marcado-liberacién-recaptura, que permite eva-
luar su dispersién, comportamiento alimenticio y
otras interacciones (Badii ez 4/, 2012). Para ello, se
requiere un método de marcaje confiable y durade-
ro, que no afecte la biologia y comportamiento del
insecto, ni cause toxicidad a otros organismos en el
ambiente (Arredondo ez al., 2017).
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INTRODUCTION

ithin the order Neuroptera, the family

Chrysopidae stands out for the predatory

capacity of larvae on soft-bodied insects
(Giffoni ez al., 2007), including economically
important pests (Dhandapani ez 2/.,2016; Rodriguez-
Palomera ez al., 2012). Ceraeochrysa valida (Banks)
has a high predatory capacity in the laboratory on
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)
(Pacheco-Rueda ez al., 2015; Palomares-Pérez et al.,
2016), one of the most damaging pests of citruses
for being the vector of the Huanglongbing disease
(HLB), which has highly destructive potential
(Mora-Aguilera ez al., 2016).

The larvae of C. valida present prognathic jaws
that protrude in the anterior portion of the body,
with which they trap and suck the content of preys
(Tauber ez al., 2000). A campodeiform body presents
a semitransparent exoskeleton that darkens only in
some chitinous areas; this makes it possible to observe
the hemocele, which shows whitish areas formed by
lipids (Monserrat, 2016). Larval digestive tube is not
connected with the anus; therefore, the food waste
accumulates along the larval development, and it
is only excreted during metamorphosis (Ribera and
Melic, 2015).

Pacheco-Rueda er 2/ (2015) and Jose-Pablo et
al. (2017) studied the biological cycle and predatory
capacity of C. walida in confinement, without
information of movement nor permanence in the
field after release (Palomares-Pérez et al., 2016). Field
research on insect dynamics is made principally with
the marking-release-recapture technique, making it
possible to evaluate their dispersion, feeding behavior,
and other interactions (Badii ez @/, 2012). For this
purpose, a reliable and lasting marking method is
required, which does not affect insect biology or
behavior, nor cause toxicity to other organisms in the
environment (Arredondo et /., 2017).

The liposoluble dyes can be stored in the hemocele
or insect adipose tissues after ingestion (Lindig ez a/.,
1980). Although there are molecular techniques for
marking insects (Leung ez a/., 2020), the addition of
colorantsin the dietisan inexpensive technique, which
does not require much manipulation. Furthermore,
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Los colorantes liposolubles se pueden almace-
nar en el hemocele o en los tejidos adiposos de los
insectos después de ingerirlos (Lindig ez al., 1980).
Aunque existen técnicas moleculares de marcaje de
insectos (Leung ez al., 2020), la administracién de
colorantes en la dieta es una técnica de costo bajo,
sin requerir gran manipulacién del insecto. Ademds,
los colores se identifican con facilidad y pueden per-
manecer durante varias etapas de su desarrollo (Arre-
dondo et al., 2017). Qureshi et al. (2005) informaron
marcajes exitosos con tintes liposolubles en pruebas
de marcaje-liberacién con coledpteros, lepidépteros,
dipteros, isépteros e himendpteros. Sin embargo, no
se encontraron reportes sobre el uso de estos coloran-
tes en neurdpteros, ya que las investigaciones sobre
comportamiento y depredacidn se realizan principal-
mente en laboratorio e invernadero.

Dentro del desarrollo de nuevas herramientas y
estrategias de manejo integrado de plagas, el marcaje
adecuado de C. valida es un instrumento que contri-
buird al estudio de la ecologia y el comportamiento
depredador tras su liberacién en campo. Por ello, es
necesario conocer cudl colorante marca de manera
adecuada a las larvas de C. valida, sin afectar la emer-
gencia de adultos. Por lo anterior, el objetivo de este
estudio fue evaluar la efectividad de dos colorantes
liposolubles en el marcaje de C. valida y su efecto en
el desarrollo y supervivencia de larvas y pupas, hasta
la emergencia de adultos; bajo la hipétesis de que al
menos uno de los dos colorantes marcaria bien al in-
secto sin afectar a los organismos para su evaluacién.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Sanidad Ve-
getal del Colegio de Postgraduados, Campus Veracruz, México.
Larvas recién emergidas de primer estadio se tomaron de una
cria de C. valida establecida en el laboratorio, y recolectada en
un huerto citricola local. Los colorantes liposolubles evaluados
fueron Sudan Red 7B (CAS No. 6368-72-5) y Sudan Blue 670
(CAS No. 17354-14-2, Sigma-Aldrich® México), incorporados
en la dieta de las larvas. La dieta se elaboré al mezclar 50 g de
huevos de Sizotroga cerealella (Olivier) (Lepidoptera: Gelechii-
dae) mantenidos en congelacién, con 1 g de colorante (Ostlie ez
al., 1984) y 14 g de miel de abeja (Mudassar ez a/., 2013). Para
cada tratamiento se utilizaron 40 larvas. Cada larva se mantuvo
en una caja de Petri de pldstico (60 x 15 mm), con aproximada-
mente 5 g de alimento, dentro de un cuarto de cria mantenido a 25
+2°C, 60 a 70% de humedad relativa y un fotoperiodo de 12 h luz.

El alimento se sustituyd cada 4 d.

colors are easily identified and can remain during
various stages of insect development (Arredondo e#
al., 2017). Qureshi ez al. (2005) reported successful
markings with liposoluble dyes in marking-release
trials with coleopterans, lepidopterans, dipterans,
isopterans and hymenopterans. However, reports on
the use of these dyes in neuropterans were not found,
since research on behavior and predation are mainly
carried out in laboratory and greenhouse.

On developing new integrated pest management
tools and strategies, the adequate marking of C.
valida is an instrument that will contribute to the
study of their ecology and predatory behavior after
releasing in the field. Therefore, it is necessary to
know which dye adequately marks the larvae of C.
valida without affecting the emergence of adults.
Thus, the objective of this study was to evaluate the
effectiveness of two liposoluble dyes in the marking
of C. valida and their effect on the development and
survival of larvae and pupae until they emerged as
adults; under the hypothesis that at least one of the
two dyes adequately would mark insects without
affecting individuals for their evaluation.

MATERIALS AND METHODS

The experiment was conducted in the Laboratorio de
Sanidad Vegetal of the Colegio de Postgraduados, Campus
Veracruz, Mexico. Recently emerged larvae from the first
instar were taken from a brood of C. valida established in the
laboratory, after collected parental individuals in a local citrus
orchard. The liposoluble dyes evaluated were Sudan Red 7B
(CAS No. 6368-72-5) and Sudan Blue 670 (CAS No. 17354-
14-2, Sigma-Aldrich” Mexico), incorporated in the diet of the
larvae. The diet was elaborated by mixing 50 g of frozen-stored
eggs of Sitotroga cerealella (Olivier) (Lepidoptera: Gelechiidae)
with 1 g of dye (Ostlie ez /., 1984) and 14 g of honey (Mudassar
et al., 2013). Forty larvac were used in each treatment. Each
larva was maintained in a plastic Petri dish (60 x 15 mm), with
approximately 5 g of food, within a breeding room maintained
at 25 + 2 °C, 60 to 70% relative humidity, and a photoperiod of
12 h light. Food was replaced every 4 d.

Recently emerged adults were placed in transparent plastic
rectangular boxes (2 L); water was supplied using a sponge
submerged in a container of 15 mL, attached with Parafilm’
paper. The rectangular boxes were covered with cheese- cloth.
Adults food was a diet based on brewer’s yeast (30 g), condensed
milk (15 mL), sugar (20 g), egg (1 yolk + 2 whites), wheat germ
(50 g), honey (30 g), and distilled water (45 mL) (Canedo and
Lizdrraga, 1989).
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Los adultos recién emergidos se colocaron en cajas rectan-
gulares de pldstico transparente (2 L); se les suministr6 agua por
medio de una esponja sumergida en un recipiente de 15 mL, sos-
tenida con papel Parafilm’. Las cajas rectangulares se cubrieron
con gasa para panal (cheese cloth). El alimento de los adultos fue
una dieta base de levadura de cerveza (30 g), leche condensada
(15 mL), aztcar (20 g), huevo (1 yema + 2 claras), germen de
trigo (50 g), miel (30 g) y agua destilada (45 mL) (Cafiedo y
Lizdrraga, 1989).

El nimero de larvas se contabilizd en las cuales se podia
apreciar el marcaje abdominal a simple vista y se registré la du-
racién en dias de los estadios de larva y pupa. Dado que no se
cumplieron los supuestos de normalidad de los datos, verificados
por medio de la prueba de Shapiro-Wilk (p=0.05), se utilizé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba
de suma de intervalos de Wilcoxon. Ademis, se realizaron obser-
vaciones para detectar cambios de apariencia o malformaciones.
La supervivencia de las larvas se registré cada dia. El porcentaje
de supervivencia de las pupas se calculé a partir del nimero de
adultos emergidos. La prueba de Chi-cuadrada se usé para com-
parar el porcentaje de supervivencia de larvas, de larvas a pupa,
de pupa a la emergencia de adultos, y del niimero inicial de larvas
a la emergencia de adultos. Para el andlisis de datos se utilizé el

paquete estadistico R (STHDA, 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Lso dos colorantes permitieron el marcaje de las
larvas a las 24 h de proporcionar la dieta. A simple
vista se observé el color azul en el abdomen de todas
las larvas alimentadas con la dieta adicionada con Su-
dan Blue 670. La dieta con Sudan Red 7B marcé de
rojo el abdomen del 98% de las larvas que la recibie-
ron (Figura 1).

L

The number of larvae was counted, wherein the abdominal
marking was clearly visible; and the duration in days of the
instars of larvae and pupae were registered. Since normality
assumptions for data were not met, this verified using the
Shapiro-Wilk test (p=<0.05), then, the Kruskal-Wallis non-
parametric test was used, followed by the Wilcoxon rank sum
test. In addition, observations were made to detect changes in
appearance or malformations. Larval survival was registered each
day. Pupal survival percentage was calculated from the number
of emerged adults. The Chi-square test was used to compare the
survival percentage of larvae, from larva to pupa, from pupa to
adult emergence, and of the initial number of larvae to adult
emergence. The analysis of data was performed with the statistical

software R (STHDA, 2020).
RESULTS AND DISCUSSION

Both dyes allowed the marking of the larvae 24 h
after providing the diet. Blue color was visible with
the naked eye in the abdomen of all of the larvae fed
with the diet added with Sudan Blue 670. The diet
with Sudan Red 7B marked in red the abdomen of
98% of the larvae that received it (Figure 1).

The marked larvae showed no evident alterations
of appearance or malformations. With Sudan Red,
39 larvae obtained the expected coloring, although
it was almost indistinguishable later in the adults.
Furthermore, the red coloring of the marked larvae
could be sometimes confused with the natural
coloring of some larvae of C. wvalida. In contrast,
Sudan Blue provided a blue coloring in the 40 larvae
and was also observable until the adult stage. The blue
color is clearly distinguishable, with no similarity to
the natural coloring of the insect.

Figura 1. Larvas de Ceraeochrysa valida alimentadas con dieta mezclada con los tratamientos muestran la coloracién del
abdomen: A) testigo sin colorante, B) Sudan Blue 670, C) Sudan Red 7B.
Figure 1. Larvae of Ceraeochrysa valida fed with diet mixed with the treatments showing their abdomen coloration: A) control

with no dye, B) Sudan Blue 670, C) Sudan Red 7B.
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Las larvas marcadas carecieron de alteraciones
evidentes de apariencia y no presentaron malforma-
ciones. Con Sudan Red, las 39 larvas obtuvieron la
coloracién esperada, aunque después fue casi indis-
tinguible en los adultos. Incluso, el color rojizo de las
larvas marcadas puede confundirse en ocasiones con
la coloracién natural de algunas larvas de C. valida.
En cambio, Sudan Blue proporcioné una coloracién
azul en las 40 larvas y se pudo observar también hasta
la edad adulta. El color azul se distingue con claridad,
sin semejanza con los matices del color natural del
insecto.

El periodo larvario tuvo una duracién de 14 a
16 d y present6 diferencias significativas entre tra-
tamientos (p<0.001). En el testigo, el desarrollo
larval fue el méds corto [mediana 14 d; p<0.0004;
media 14.00 + 0.83 (D.E.) d], mientras que en los
tratamientos con Sudan Red [16 d; media 16.09 +
1.75 (D.E.) d] y Sudan Blue [15.5 d; media 15.47
+ 1.66 (D.E.) d] fue més prolongado (Figura 2). Sin
embargo, los valores del desarrollo larval con las die-
tas con colorante, en ambos casos son menores a los
18.5 d registrados por Jose-Pablo ez al. (2017), bajo
condiciones similares de laboratorio y dieta, pero sin
la adicién de colorantes.

En la duracién del periodo pupal hubo diferen-
cias significativas (p=<0.0001). Las larvas alimenta-
das con la dieta roja presentaron un periodo pupal
mids prolongado [mediana 13 d; p<0.0004; media
12.8 + 0.80 (D.E.) d] (Figura 2), cercano al valor
registrado por Barbosa ez al. (2002) para Ceracochrysa
everes (Banks). Sin embargo, se observé un periodo
pupal similar cuando se utilizé la dieta azul o la del
testigo [mediana azul 11 d, p=0.42, media 11.6 +
1.42 (D.E.) d; mediana roja 11 d, media 11.3 + 1.18
(D.E.) d]. Estos valores son menores que lo indica-
do por Jose-Pablo ez al. (2017) para C. valida, e in-
cluso para otras especies de Ceraeochrysa [C. caligata
(Banks) (Castro ez al., 2009), y C. paraguaria (Navis)
(De Bortoll y Murata, 2007)].

En promedio, en este estudio sobrevivieron el
81.7% de las larvas de C. valida, de las cuales 88.8%
se desarrollé a pupa, y 93.1% de las pupas se desa-
rrollé al estado adulto, sin diferencia estadistica sig-
nificativa entre los tratamientos (p>0.85) (Cuadro
1). Los porcentajes de supervivencia de los estadios
larvales, de larvas a pupa y de pupa a adulto no pre-
sentaron diferencias significativas entre tratamientos
(p>0.85). La supervivencia del 86.6% de las larvas

The larval period had a duration of 14 to 16 d
and showed significant differences among treatments
(p=<0.001). In the control, larval development was
the shortest [median 14 d; p<0.0004; mean 14.00
+ 0.83 (SD) d], while in the treatments with Sudan
Red [16 d; mean 16.09 + 1.75 (SD) d] and Sudan
Blue [15.5 d; mean 15.47 + 1.66 (SD) d] it was
longer (Figure 2). However, larval development
values with the diets with dye, in both cases, were
lower than the 18.5 d reported by Jose-Pablo ez al.
(2017), under similar conditions of laboratory and
diet, but without the addition of dyes.

In the duration of the pupal period, there were
significant differences (p=<0.0001). The larvae fed
with the red diet showed a longer pupal period
[median 13 d; p<0.0004; mean 12.8 + 0.80 (SD) d]
(Figure 2), close to the value recorded by Barbosa ez
al. (2002) for Ceraeochrysa everes (Banks). However,
a similar pupal period was observed when the blue
diet was used or that of the control [median blue 11
d, p=0.42, mean 11.6 + 1.42 (SD) d; median red 11
d, mean 11.3 + 1.18 (SD) d]. These values are lower
than those indicated by Jose-Pablo er 4l (2017) for
C. valida and even for other species of Ceracochrysa
[C. caligata (Banks) (Castro ez al., 2009), and C.
paraguaria (Navds) (De Bortoll and Murata, 2007)].

On average, in this study, 81.7% of C. valida
larvae survived, of which 88.8% developed to
pupae, and 93.1% of the pupae developed to the
adult stage, with no significant difference among
treatments (p>0.85) (Table 1). The percentages of
survival as larva, from larva to pupa, and from pupa
to adult stage did not show significant difference
among treatments (p>0.85). The 86.6% survival of
the larvae that developed to pupa in the control of
our study was similar to the value (81%) obtained by
Jose-Pablo ez al. (2017) for this species under similar
laboratory conditions.

Also, it coincides with what was found by Walton
and Colong (2008), who obtained 89% survival in
larvae of Eldana saccharina (Walker) (Lepidoptera:
Pyralidae) marked with Sudan Red 7B. Furthermore,
Qureshi ez al. (2005) observed 90% survival in
larvae of Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera:
Pyralidae) when using the dye Sudan Red 7B,
although only 73% survived with Sudan Blue 670.
Survival of adults fed with a diet containing red dye
was 89.7%, similar to that obtained using the blue dye
(94.1%). Although the survival of the initial number
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Figura. 2. Comparacién de la duracién del periodo larval y pupal de Ceraeochrysa valida (Banks), alimentada con dos colorantes
liposolubles incorporados en la dieta y un testigo. Linea oscura = mediana; bordes de las cajas = 25 y 75% de la muestra.
Lineas extendidas desde la caja = valores minimo y méximo. Puntos = valores atipicos.

Figura 2. Comparison of the duration of the larval and pupal periods of Ceraeochrysa valida (Banks), fed with two liposoluble
dyes incorporated in the diet and a control. Dark line = median; edges of the boxes = 25 and 75% of the sample. Lines
extended from the box = minimum and maximum values. Points = atypical values.

que pasaron a pupa en el testigo del presente estudio
fue similar a la obtenida (81%) por Jose-Pablo et al.
(2017) para esta especie en condiciones semejantes
en laboratorio.

Ademds coincide con lo encontrado por Walton
y Colong (2008) quienes obtuvieron 89% de super-
vivencia en larvas de Eldana saccharina (Walker) (Le-
pidoptera: Pyralidae) marcadas con Sudan Red 7B.
También, Qureshi e al. (2005) observaron 90% de
supervivencia en larvas de Ostrinia nubilalis (Hib-
ner) (Lepidoptera: Pyralidae) al usar el colorante
Sudan Red 7B, aunque sélo sobrevivié 73% con el
Sudan Blue 670. La supervivencia de adultos alimen-
tados con dieta con colorante rojo fue 89.7%, similar
a lo obtenido con el uso del colorante azul (94.1%).
A pesar de que la supervivencia del nimero inicial
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of larvae until the emergence of adults was 80.0% for
Sudan Blue, there was no significant difference (p =
0.63) respect to survival obtained with Sudan Red
(65%) or the control (57.5%).

Both colorants were associated with the increase
in the duration of the larval period (15.5 to 16 d)
respect to the control (14 d). Values are close to those
reported for this species under similar conditions.
Some effects associated with this difference could
influence the objectives of later use; however, the
attainment of survival levels similar to the control
implies a reduced effect of the colorants on insect
physiology, which even permits development until
reaching the adult stage.

According to Jose-Pablo ez al. (2017), the larvae
of C. valida are voracious predators that can consume
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Cuadro 1. Supervivencia de larvas, larvas que pasaron a pupa y emergencia de adultos (%) de Ceraeochrysa valida
alimentados con colorantes liposolubles incorporados en la dieta. Condiciones de cria: 25 + 2 °C, 60-70 % H.R.,

fotoperiodo de 12:12 h L:O.

Table 1. Survival of larvae, larvae that pupated, and adult emergence (%) of Ceraeochrysa valida fed with liposoluble dyes
incorporated in the diet. Breeding conditions: 25 + 2 °C, 60-70 % H.R., photoperiod of 12:12 h L:D.

Supervivencia de

Larvas que pasaron a

Emergencia de Supervivencia de larva a

Tratamiento larvas (%) pupa (%) adultos (%) emergencia de adulto (%)
[n, = 40" [n,J* [n,° [n)" [n,an,J
Sudan Red 7B 80.0 a'" [32] 90.6 a [29] 89.7 a [26] 65.0a
Sudan Blue 670 90.0 a [36] 94.4 a [34] 94.1 a [32] 80.0 a
Testigo 75.0 a [30] 86.6 a [26] 88.5a [23] 57.5 a
n.s. (p = 0.85) ns. (p=0.97) n.s. (p = 0.98) n.s. (p = 0.63)
Promedio 81.7 (32.7) 88.8 (29.7) 93.1 (27.0) 67.5 %

"Ntmero inicial de larvas [n ] por tratamiento. YSupervivencia de larvas [n,] al tltimo estadio larval, respecto a n. SPupas formadas

[n,], respecto a n,. "Emergencia de adultos [n,], respecto a pupas formadas [n,]. “Supervivencia de larva a emergencia de adulto

[n, a n]. Porcentajes con la misma letra en la misma columna no muestran diferencia significativa (Chi-cuadrada). < TInitial

number of larvae [n ] per treatment. *Survival of larvae [n ] at the final larval instar, respect to n. § Formed pupae [n,] respect to

n,. "Emergence of adults [n,] respect to formed pupae [n,]. “Survival of larvae to the emergence of adult [n to n,]. "Percentages
with the same letter per column indicate no significant difference (Chi-square).

de larvas hasta la emergencia de adultos fue 80.0%
para Sudan Blue, no hubo diferencias significativas
(p=0.63) respecto a la supervivencia obtenida con
Sudan Red (65%) o el testigo (57.5%).

Ambos colorantes se asociaron con el aumento en
la duracién del periodo larvario (15.5 a 16 d) res-
pecto al testigo (14 d), los valores son cercanos a los
documentados para esta especie en condiciones simi-
lares. Algunos efectos asociados con esta diferencia
podrian influir en los objetivos de su uso posterior;
sin embargo, el obtener niveles de supervivencia si-
milares al testigo implica un efecto reducido de los
colorantes en la fisiologia del insecto, que incluso
permite su desarrollo hasta alcanzar el estado adulto.
De acuerdo con Jose-Pablo et /. (2017), las larvas de
C. valida son depredadoras voraces que pueden llegar
a consumir 153 ninfas-1 de D. cizri en las primeras
6 h de exposicién. En este contexto, un periodo lar-
vario prolongado permitiria al depredador consumir
un mayor nimero de presas y no representarfa un
inconveniente grave para el insecto. El fin es mar-
car a las larvas para después liberarlas y observar su
comportamiento depredador en campo para su re-
captura. Bajo esta premisa, el colorante Sudan Blue
670 mostré buen desarrollo larvario y pupal, con una
supervivencia adecuada y una marca ficil de visuali-
zar e inconfundible en condiciones de campo. Por
lo tanto es factible que su uso facilite el marcaje

153 nymphs-1 of D. cizri in 6 h of exposure.
In context, a longer larval period would permit
predators to consume larger numbers of prey, and it
would not represent a problem for the insect. The
goal is to mark the larvae to release them later and to
observe their predatory behavior in the field before
their recapture. Under this premise, the dye Sudan
Blue 670 showed good larval and pupal development,
with good survival and a mark that is easily visual
and unequivocal under field conditions. Therefore, it
is plausible that using dye facilitates the marking of
C. valida larvae in marking-release-recapture studies.

CONCLUSIONS

The marking method was efficient; the coloring
provided was persistent and easy to detect, especially
the blue. Larvae showed a longer larval development
when fed with the red (Sudan Red 7B) or the blue
(Sudan Blue 670) dye, compared to the control.

Green lacewing pupal period was longer with the
red dye than with the blue one or the control, with
no significant differences between the latter two.
Sudan Blue 670 was the colorant of choice for field
evaluations of Ceracochrysa valida.

—End of the English version—
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de larvas de C. valida en estudios de marcado-libera-
cién-recaptura.

CONCLUSIONES

El método de marcaje resulté eficiente, la colora-
cién proporcionada fue persistente y fécil de detectar,
en especial, el color azul. Las larvas mostraron un de-
sarrollo larval mds largo cuando se alimentaron con
el colorante rojo (Sudan Red 7B) o el azul (Sudan
Blue 670), respecto al testigo.

El periodo pupal de la crisopa fue mayor con el
colorante rojo que con el colorante azul o el testigo,
sin diferencias entre estos dltimos. Sudan Blue 670
fue el colorante de eleccién para las evaluaciones de
Ceraeochrysa valida en campo.
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RESUMEN

La planta producida en charolas desarrolla raices envolventes que
afectan su crecimiento posterior. El objetivo del estudio fue eva-
luar la morfologia y el crecimiento radical de Pinus patula Schie-
de ex Schltdl. ez Cham. producido en tres tipos de charolas con
cavidades de 170 cm?, dos de plastico y una de poliestireno, con'y
sin recubrimiento de cobre para podar la raiz de la planta. La hi-
pétesis fue que la planta producida en charolas con recubrimien-
to de Cu(OH), al 7%, al trasplantarse a envases de mayor capaci-
dad, presenta crecimientos radicales superiores a los producidos
en las mismas charolas sin recubrimiento. El diseno experimental
fue completamente al azar con arreglo factorial 3 x 2 (tres tipos
de charola, sin y con impregnacién), y cuatro repeticiones por
tratamiento. Un tratamiento adicional de charola con disefio
para poda radical aérea se incluyé para comparar ambos tipos de
poda. Las diferencias estadisticas entre tratamientos se detectaron
con ANDEVA, con el procedimiento GLM y la comparacién de
medias con la prueba de Tukey (p=<0.05). A los nueve meses en
vivero, las plantas producidas en charolas con recubrimiento de
cobre y disefio para poda radical aérea desarrollaron menos raices
envolventes que las producidas en las mismas charolas sin este
tratamiento o disefio (0.1 »s. 3.3 y 0.2 vs. 3.5). Las pruebas de
crecimiento radical se realizaron en macetas de 13.2 L durante
1.5 meses. Las plantas con poda radical, por efecto del cobre y
del aire, desarrollaron tasas de crecimiento relativo mensual de
raiz superiores a las plantas sin poda, en crecimiento horizontal
(0.28 5. 0.15y 0.18 v5. 0.12 g ¢! por mes) y en crecimiento total
de raices (0.37 vs. 0.29 y 0.30 vs. 0.25 g g por mes). La plan-
ta producida en charolas de poliestireno fue superior en calidad

morfolégica y radical que la planta de las charolas de pléstico.
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ABSTRACT

Plants grown in trays develop spiraling lateral roots that affect
their later growth. The objective of the study was to evaluate root
morphology and growth of Pinus patula Schiede ex Schltdl. ez
Cham. produced in three types of trays with 170 cm? cavities.
Two trays were plastic and one polystyrene, with and without
copper coating to prune the plant root. The hypothesis was that
the plant produced in trays with 7% Cu(OH), coating would
have better root growth than those produced without coating
when transplanted to larger containers. The experimental design
was completely randomized with a factorial array of 3 x 2 (three
types of tray, with and without Cu coating) and four replications
per treatment. An additional treatment, a tray designed to air-
prune roots, was included to compare the two types of pruning.
Statistical differences between treatments were detected with
an ANOVA, using the GLM procedure and the Tukey test for
comparison of means (p=<0.05). After nine months in the nursery,
plants produced in trays with copper coating and those designed
for air root pruning developed fewer spiraling lateral roots
than those produced in the same trays without this treatment
or design (0.1 »s. 3.3 and 0.2 vs. 3.5). Root growth potential
test was conducted in 13.2-L pots for 1.5 months. Plants whose
roots were pruned, by effect of copper and air, developed higher
monthly relative root growth rates than plants whose roots had
not been pruned: horizontal (0.28 vs. 0.15 and 0.18 vs. 0.12 g
¢! per month) and total root growth (0.37 vs. 0.29 and 0.30 vs.
0.25 g g per month). Plants produced in polystyrene trays had
better morphological and root quality traits than plants grown

in plastic trays.

Key words: Pinus patula, root deformation in nursery, chemical

root pruning.
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Palabras clave: Pinus patula, deformacién radical en vivero,

poda radical quimica.
INTRODUCCION

| producir planta de especies forestales en cha-

rolas (contenedores) o en bolsas de polietile-

o existe el riesgo de que las raices laterales

(RL), que emergen de la raiz principal, se deformen y

crezcan hacia abajo al hacer contacto con las paredes

de las cavidades (Sung y Dumroese, 2013). En oca-

siones, algunas RL desarrollan longitudes mayores a

la raiz principal y crecen en forma envolvente en la

periferia del cepell6n, esto ocurre de manera notable

cuando se utilizan charolas con cavidades de volu-

men reducido (=150 c¢m®) y cuando la planta per-

manece en ellas mds tiempo del necesario (Dumroese
y Landis, 2015; Sung ez al., 2019).

En reforestaciones hechas con planta producida
sin poda radical, la raiz conserva el patrén de creci-
miento envolvente y emite pocas raices laterales en
la capa fértil del suelo (Cortina ez al., 2006). Esta
deformacién puede ocasionar un anclaje inadecuado
en el suelo y en consecuencia provoca supervivencia
baja, crecimiento lento, doblamiento de los drboles
por vientos y nevadas, y susceptibilidad mayor a fito-
patégenos y roedores, en comparacién con plantas de
regeneracién natural o producidas con poda radical
en vivero (Nilsson et al., 2010; Landis et al., 2014).

Para prevenir la deformacién radical se utilizan
dos técnicas de poda de los dpices de las RL: 1) poda
radical quimica (PRQ), la cual consiste en impregnar
con sales de cobre (Cu) las paredes interiores de las
cavidades, y 2) poda radical aérea (PRA), consistente
en utilizar charolas con cavidades de pldstico y aber-
turas en sus paredes o cavidades con pared de malla
biodegradable (jiffy). La planta producida con poda
radical desarrolla un eje central y maltiples RL cor-
tas, menores de 2 cm. En campo, estas RL reinician
su crecimiento normal, en sentido horizontal, similar
a como lo hacen las plantas de regeneracién natural
(Landis et al., 2014). De acuerdo con Landis et al.
(2014) y Sung y Haywood (2016), las plantas con
poda radical quimica o aérea son mds eficientes en
campo que las plantas sin poda.

En México sélo las charolas de poliestireno se im-
pregnan con soluciones de Cu, mds con el fin de pre-
venir que se incrusten las raices en las paredes de las
charolas y al extraer las plantas, se dafien las raices y las
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INTRODUCTION

en producing forest species in trays

(containers) or in polyethylene bags,

there is a risk that lateral roots (LR) that

emerge from the taproot become deformed and

grow downwards when they make contact with the

walls of the cavities (Sung and Dumroese, 2013).

Occasionally, some LR grow longer than the taproot

and grow in spiral around the periphery of the root

plug. This occurs more notably when trays with

smaller cavities (<150 cm?) are used and when the

plant remains there longer than necessary (Dumroese
and Landis, 2015; Sung ez al., 2019).

In reforestations with plants produced without
root pruning, roots keep the spiraling growth pattern
and emit few lateral roots in the fertile soil layer
(Cortina et al., 2006). This deformation can cause
inadequate anchoring in the soil and consequently
low survival, slow growth, bending by winds and
snow, and greater susceptibility to phytopathogens
and rodents, compared with plants that regenerate
naturally or are produced with root pruning in the
nursery (Nilsson ez al., 2010; Landis ez al., 2014).

To prevent root deformation, two techniques are
used to prune LR apexes: 1) chemical root pruning
(PRQ), which consists of coating the interior walls
of the cavities with copper (Cu) salts, and 2) air root
pruning (PRA), consisting of using plastic trays with
cavities that have openings in their walls or that
are made of biodegradable mesh (jiffy?). The plant
produced with root pruning develops a central axis
and multiple short LR less than 2 cm long. In the
field, these LR reinitiate their normal horizontal
growth, similar to plants that regenerate naturally
(Landis er al, 2014). According to Landis ez al.
(2014) and Sung and Haywood (2016), plants with
chemical or air pruning are more efficient in the field
than plants that are not pruned.

In Mexico, only polystyrene trays are coated
with Cu solutions, more to prevent the roots from
incrusting into the tray walls and damaging both
roots and trays when the plants are extracted. Owners
of nurseries usually are not interested in producing
plants with an adequate root system structure. For
this reason, rigid plastic trays are not coated with Cu
solutions, as it is done in other countries (Escobar,
2012); and the use of plastic trays designed for air
root pruning is incipient. The scarcity of experiments
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charolas. Los duefios de los viveros tienen poco inte-
rés en producir planta con una estructura adecuada
del sistema radical. Por ello, las charolas de pldstico
rigido no se impregnan con soluciones de Cu, como
se hace en otros paises (Escobar, 2012); en tanto que
las charolas de pldstico con disefio para poda radical
aérea tienen un uso incipiente. La escasez de experi-
mentos en campo sobre las bondades de las plantas
con poda radical adecuada respecto las plantas sin
poda, ha contribuido a que las personas involucradas
en la reforestacién no le den la importancia debida a
este aspecto.

Los estudios de campo sobre el efecto de la poda
radical en especies nativas son escasos, quizd porque
demandan periodos de observacién de al menos dos
afos para tener resultados tangibles. Una alternativa
de corto plazo para pronosticar el comportamiento
en campo de la planta producida con y sin poda ra-
dical, es la prueba de crecimiento potencial de raiz
(CPR), la cual consiste en evaluar durante dos a seis
semanas una muestra representativa de 25 a 50 plan-
tas, en macetas, melgas o estructuras de crecimiento
hidropénico, para determinar la longitud, volumen,
peso seco, arquitectura, posicién u orientacion de las
raices nuevas (Ritchie et /., 2010).

En este contexto, el objetivo principal del estudio
fue evaluar el efecto de la poda radical quimica de
Pinus patula Schiede ex Schltdl. ez Cham. en la mor-
fologia de la planta en la etapa de vivero y el creci-
miento potencial de la raiz al desarrollarse en cavida-
des de mayor capacidad volumétrica, para contar con
evidencias que permitan predecir el desarrollo de la
planta en campo. La hipétesis fue que la planta pro-
ducida con poda radical quimica desarrolla nimero
menor de raices laterales envolventes en vivero y, des-
pués del trasplante en envases de capacidad mayor,
emiten mds biomasa radical en sentido horizontal y
total que la planta sin poda.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién del estudio

La planta se produjo de octubre de 2016 a julio de 2017,
en el vivero del ejido Peuelas Pueblo Nuevo, Chignahuapan,
Puebla, México (19° 57’ 34.59” Ny 98° 06’ 23.03” O, y a una
altitud de 2600 m). El clima de la zona es C (w,) (w), templado
subhimedo con lluvias en verano, precipitacién y temperatura

medias anuales de 750 mm y 12.7 °C (CONAGUA, 2018). El

in the field on the benefits of plants with adequately
pruned roots compared to plants that were not pruned
has contributed to the fact that people involved in
reforestation do not consider the importance of this
issue.

Field studies on the effect of root pruning in
native species are scarce, perhaps because they
demand observation periods of at least two years to
produce tangible results. One short-term alternative
to predict behavior in the field of plants produced
with and without root pruning is the test of root
growth potential (RGP). Test consists of evaluating a
representative sample of 25 to 50 plants for two to six
weeks in pots, planting strips or hydroponic growth
structures to determine length, volume, dry weight,
architecture, and position or orientation of new roots
(Ritchie et al., 2010).

In this context, the main objective of this study
was to evaluate the effect of chemical root pruning
of Pinus patula Schiede ex Schltdl. e# Cham. in the
nursery stage on plant morphology and root growth
potential when they develop in larger containers to
have evidence that would predict plant development
in the field. The hypothesis was that plants produced
with chemical root pruning develop a smaller number
of spiraling lateral roots in the nursery and, after out-
planting to larger containers, they emit more total
root biomass and more horizontal root growth, than
plants without pruning.

MATERIALS AND METHODS
Study location

Plants were produced from October 2016 to July 2017
in the nursery belonging to the ¢jido Pefiuelas Pueblo Nuevo,
Chignahuapan, Puebla, Mexico (19° 57° 34.59” N and 98° 06’
23.03” W, at an altitude of 2600 m). The climate in the zone is C
(w,) (w), temperate subhumid with summer rains, mean annual
precipitation of 750 mm and mean annual temperature 12.7 °C
(CONAGUA, 2018). The experiment was conducted inside the
production area that has protective metal structures 3 m high with
black 50% shade cloth and a fixed micro-aspersion irrigation
system and 70-cm-high metal tables for the trays.

The root growth potential test (RGP) was conducted over
1.5 months, from the fourth week of July to the third week
of September 2017 in a greenhouse that is part of the nursery
belonging to the Graduate Program in Forestry Sciences, at

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco,
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experimento se desarrollé al interior del drea de produccién que
tiene estructuras metdlicas de proteccion de 3 m de alto, con ma-
lla sombra al 50% de color negro y sistema de riego fijo por mi-
cro aspersion y mesas metdlicas porta charolas de 70 cm de alto.

La prueba de crecimiento potencial de raiz (CPR) se realizé
durante 1.5 meses, de la cuarta semana de julio a la tercera de
septiembre de 2017, en un invernadero del vivero del Postgra-
do en Ciencias Forestales, Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, Texcoco, estado de México. El invernadero es una
estructura metdlica de 20 x 12 x 5 m, con cubierta pldstica ceni-
tal y paredes con malla anti dfidos, ambas transparentes. La tem-
peratura promedio al interior del invernadero durante la prueba

fue 25.5 °C.
Produccidén de planta en vivero
Sustratos

La mezcla de sustrato se elaboré con aserrin de P. patula sin
compostar, perlita, vermiculita y turba de musgo (pear moss) en
proporcién 70:10:10:10, con una porosidad total de 80%, poro-
sidad de aireacién de 34%, porosidad de retencién de humedad
de 46%, pH 5.1 y CE 0.1 dS m™. Estos valores estdn dentro de
los intervalos recomendados para producir coniferas en charolas
(Prieto et al., 2012). En el laboratorio del vivero se determiné la
porosidad, conforme con el procedimiento descrito por Prieto
et al. (2012). Para el pH y la CE se utilizé un recipiente de 5 L,
donde se vertié 1 L de sustrato y 1 L de agua potable, 24 h des-
pués se hizo su medicién con medidor digital portitil de la marca
HANNA?® instruments, modelo H198130 (EUA).

En la mezcla de sustrato se adicioné fertilizante de liberacién
controlada a razén de 8.0 g L' de Osmocote” Plus, férmula 15-
9-12, mds micro elementos de 8-9 meses de liberacién, y 1.0 g
L' de fertilizante de liberacién lenta Micromax® (micro elemen-
tos). Estos insumos se utilizan en el vivero desde el 2003 para la
produccién de coniferas de clima templado (Herndndez ez al.,

2014).
Charolas utilizadas y cobrizado

Cuatro tipos de charolas con cavidades semicilindricas de
170 cm’ se usaron en este experimentoy sus caracteristicas se
describen en el Cuadro 1 e ilustran en la Figura 1.

Las cavidades de cuatro charolas de cada uno de los tipos
P-54, PS-77 y RT-42 se impregnaron con una solucién al 7.0%
de Cu(OH),. En un recipiente de pldstico con 100 mL de agua
a 80 °C se disolvieron 83 g de Cu(OH), comercial en polvo, con
una pureza de 77% de Cu(OH), (Hidromet®); ya disuelto el hi-

dréxido se adicioné 1 L de sellador acrilico 5 x 1 (Comex®) y se
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Mexico. The greenhouse is a metal structure measuring 20 x 12
x 5 m, with a plastic roof and walls made of anti-aphid screen,
both transparent. Average interior temperature during the test

was 25.5 °C.
Plant production in the nursery
Substrates

Substrate was a mixture of non-composted P patula
sawdust, perlite, vermiculite and peat moss in a proportion of
70:10:10:10 with total porosity of 80%, aeration porosity of
34%, moisture retention porosity of 46%, pH 5.1, and EC 0.1
dS m™. These values are within the recommended intervals for
conifer production in trays (Prieto ez al., 2012). In the nursery
laboratory, porosity was determined following the procedure
described by Prieto ez al. (2012). For pH and EC, we used a
5-L recipient with 1 L of substrate and 1 L of tap water; 24 h
later, measurements were made with a portable digital meter
(HANNA?® instruments, model H198130, USA).

The substrate mixture was supplemented with 8.0 g L' of
the controlled-release fertilizer Osmocote® Plus, formula 15-9-
12, and Micromax® (micro elements). These inputs have been
used in this nursery since 2003 to produce temperate climate
conifers (Herndndez ez al., 2014).

Trays and copper coating

Four types of trays with 170 cm? semi-cylindrical cavities
were used in this experiment. Their features are described in
Table 1, and illustrated in Figure 1.

The cavities of the four types of trays (P-54, PS-77 and
RT-42) were coated with a 7.0% Cu(OH), solution. In a
plastic recipient, 83 g of commercial Cu(OH), (Hidromet®) in
powder form with a purity of 77% Cu(OH), was dissolved in
100 mL water at 80 °C. Once the hydroxide was dissolved, 1
L of 5 x 1 acrylic sealer (Comex®) was added, and the mixture
homogenized. The internal walls of the cavities were coated once
with a 2-cm wide brush and dried in the sun for a week before

filling them with substrate.
Treatments

The seven treatments were defined by the tray type and root
pruning. P-54, PS-77 and RT-42 were used without copper
coating (treatments T1, T2 and T3), and these same tray types
were coated with Cu (treatments T4, T5 and T6). In addition,
tray RTa-42, designed for air root pruning, was treatment T7.
‘The control was T3 (tray RT-42, without Cu coating).
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Cuadro 1. Caracteristicas de cuatro contenedores con cavidades de 170 cm® utilizados para producir
planta de P, patula.
Table 1. Characteristics of four trays with 170 cm?® cavities, types used to produce P. patula plants.

Charola Ancho Largo Alto Densidad m= DS (mm)  Altura (cm)  Fabricante

PS-77 35.0 60.0 15.2 366 4.3 15.2 I
P-54 30.8 50.0 13.8 348 4.8 13.8
RT-42 II
RTa42 37.3 37.5 23.4 298 4.8 13.8

DS: didmetro superior; I: Aislantes y Empaques, S.A. de C.V, Guadalajara, Jalisco; II: Innovaciones Industriales
y Forestales, S.A. de C.V. Azcapotzalco, Estado de México. PS-77: Charola de poliestireno con 77 cavidades;
P-54: charola de pléstico de 54 cavidades; RT-42: rejilla con 42 tubetes de pldstico; RTa-42: rejilla con 42
tubetes de pldstico con tres filas de aberturas circundantes de 3 mm de ancho. # DS: cell diameter; I:
Aislantes y Empaques, S.A. de C.V, Guadalajara, Jalisco; II: Innovaciones Industriales y Forestales, S.A. de
C.V., Azcapotzalco, México. PS-77: Polystyrene tray with 77 cavities; P-54: plastic tray with 54 cavities; RT-
42: rack with 42 plastic tubes; RTa-42: rack with 42 plastic tubes with three equidistant 3 mm peripheral slots
for lateral air pruning.

Figura 1. A) charolas P-54 plastico con 54 cavidades; B) PS-77 poliestireno expandido con 77 cavidades; C) RT-42 rejilla con 42
tubetes de pldstico; D) RTa-42 rejilla con 42 tubetes de pléstico con tres hileras de aberturas circundantes de 3 mm de
ancho.

Figure 1. A) P-54 plastic trays with 54 cavities; B) PS-77 expanded polystyrene tray with 77 cavities; C) RT-42 rack with 42
plastic tubes; D) RTa-42 rack with 42 plastic tubes with three equidistant of 3 mm peripheral slots for lateral air
pruning.
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homogenizaron los ingredientes. Las paredes internas de las ca-
vidades se impregnaron, una vez, con brocha de 2 cm de ancho;
después las charolas se secaron al sol durante una semana, antes

de su llenado con sustrato.
Tratamientos

Los siete tratamientos se definieron segtin los tipos de cha-
rola utilizados y de la poda de raiz efectuada. Las P-54, PS-77 y
RT-42 se usaron sin recubrimiento de Cu (tratamientos T1, T2
y T3) y este mismo tipo de charolas se recubrieron con Cu (tra-
tamientos T4, T5 y T6). Ademds, la charola RTa-42, con disefio
para poda radical aérea, fue tratamiento T7; y el testigo fue el T3
(charola RT-42, sin recubrimiento de Cu).

Manejo de la produccién

La siembra se realizd en la primera semana de octubre de
2016, con semilla de P. patula recolectada en septiembre de ese
afio en el ¢jido Llano Grande, municipio de Chignahuapan,
Puebla. Antes de la siembra, la semilla se remojé 24 h en agua
potable, que se cambié cada 6 h, y al final se desinfecté durante
30 min en solucién al 10% de agua oxigenada comercial. Recién
desinfectada se impregné con biofungicida en polvo Bactiva™®.
En cada cavidad se depositaron dos semillas. De una a dos sema-
nas después de ocurrida la germinacion se realiz6 la reposicién de
planta en las cavidades vacias y el trasplante desde las cavidades
con dobles plantas. Durante la etapa de establecimiento (germi-
nacién y crecimiento inicial) se aplicaron riegos ligeros cada 3
d, durante la etapa de crecimiento rdpido y lignificacién se apli-
caron riegos pesados (hasta saturar el sustrato) cada 2 d. Desde
la siembra y hasta mayo de 2017, el 4rea de produccién estuvo
protegida con malla sombra al 50%, de color negro; después, de
junio a julio de 2017, estuvo en condiciones de intemperie para
su lignificacién.

Durante la etapa de vivero se registr la temperatura del sitio
donde se colocé el conjunto de charolas, asf como del sustrato en
cada tipo de charola. La temperatura del sitio se midié cada hora
con un equipo de medicién de la marca HOBO®, modelo U12-
012 (EUA). La temperatura del sustrato se midié de lunes a vier-
nes a las 07:00, 14:00 y 18:00 h cada dia, en cavidades elegidas
en forma aleatoria de cada tipo de charola, con un termémetro
digital de aguja de aluminio de 15 cm de largo (HANNA' Instru-
ments, modelo HI 145, EUA). Durante el periodo de produccién,
la temperatura media del sitio fue 13.7 °C y la del sustrato fue
13.5, 11.5, 11.4 y 10.6 °C, para las charolas PS-77, P-54, RT-42

y RTa-42, respectivamente.
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Production management

Sowing was carried out in the first week of October 2016
with P. patula seed collected in September of the same year in
the ejido Llano Grande, municipality of Chignahuapan, Puebla.
Before sowing, the seed was soaked for 24 h in tap water, which
was changed every 6 h and finally disinfected in commercial 10%
hydrogen peroxide for 30 min. Immediately after disinfection,
the seed was impregnated with powdered biofungicide
Bactiva™. In each cavity two seeds were sown. One or two weeks
after germination, plants from cavities with two plants were
transplanted to empty cavities. During the establishment stage
(germination and initial growth), light irrigation was applied
every 3 d; during the stage of rapid growth and lignification,
heavy irrigation (until substrate saturation) was applied every
2 d. From sowing and until May 2017 the production area was
protected with black 50% shade cloth. Later, from June to July
2017 the cloth was removed for seedling lignification.

During the nursery stage, the temperature of the site where
the set of trays was placed, as well as that of the substrate in
cach type of tray, were recorded. Site temperature was measured
every hour with a HOBO® datalogger, model U12-012 (USA).
Temperature of the substrate was measured Monday through
Friday at 07:00, 14:00 and 18:00 h every day in randomly
selected cavities of each tray type with a 15 cm long needle tip
digital thermometer (HANNA® Instruments, model HI 145,
USA). During the production period, mean site temperature was
13.7 °C and that of the substrate was 13.5, 11.5, 11.4 and 10.6
°C in trays PS-77, P-54, RT-42 and RTa-42, respectively.

Experimental design

The experimental design was completely randomized with
a 3 x 2 factorial array: three types of tray (P-54, PS-77, RT-
42) and two levels of chemical root pruning (with and without
pruning), with four replications (trays) per treatment. For the
additional treatment T7 (air root pruning), four trays were used
and, together with treatments 1 to 6, placed randomly in the

central part of the nursery production area.
Evaluated variables
Plant morphological characteristics
Nine-month-old plants were evaluated. From the central part

of each of the four trays per treatment, 15 plants were extracted

systematically. The root plugs were washed with tap water to
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Disefio experimental

El disenio experimental fue completamente al azar con arre-
glo factorial 3 x 2, tres tipos de charola (P-54, PS-77, RT-42) y
dos niveles de PRQ (sin poda y con poda), con cuatro repeticio-
nes (charolas) por tratamiento. Para el tratamiento adicional T7
(poda radical aérea) se utilizaron cuatro charolas, que junto con
las de los tratamientos 1 al 6 se acomodaron en forma aleatoria

en la parte central del drea de produccion del vivero.
Variables evaluadas
Caracteristicas morfolégicas de la planta

La planta se evalud a los nueve meses de edad. De cada tra-
tamiento se extrajeron, en forma sistemdtica, 15 plantas de la
parte central de cada una de las cuatro charolas por tratamiento.
Para remover el sustrato y dejar libres las raices, los cepellones
de las plantas se lavaron con agua potable. En cada planta se
midié la altura de la parte aérea (A), el didmetro del cuello del
tallo (D) y el nimero de raices laterales gruesas y envolventes
(RLGE) con didmetro = 1 mm y longitud = a la longitud del
cepellén y con crecimiento en la parte externa del cepellon. Las
plantas se seccionaron a la altura del cuello del tallo y ambas
partes se colocaron por separado en bolsas de papel y se secaron
en un horno eléctrico BINDER® ED- 720 durante 72 h a 70 °C.
Para determinar el peso seco de la raiz (PSR) y de la parte aérea
(PSA) se utilizé una béscula digital Ohaus® PA-214 a centésimas
de gramo. Con los valores anteriores se calcularon: relacién peso
seco aéreo/peso seco radical (PSA/PSR), indice de robustez (IR
= A/D) e indice de calidad de Dickson ICD = PST / (IR + PSA/
PSR).

Crecimiento potencial de raiz

La segunda parte del experimento consistié en las pruebas de
crecimiento de la rafz, para las cuales se seleccionaron 10 plantas,
de cada charola, con tallas promedio en didmetro y altura, para
un total de 40 plantas por tratamiento. Para el crecimiento de la
planta se utilizaron diez macetas de plastico por tratamiento, con
didmetro inferior, didmetro superior y altura de 20, 30 y 27 cm,
respectivamente, y capacidad volumétrica de 13.2 L. Las mace-
tas se llenaron con sustrato nuevo, adicionado con fertilizantes,
similar al sustrato utilizado para producir la planta en vivero.
En cada maceta se plantaron cuatro plantas separadas en forma
equidistante, a las cuales se les midieron el didmetro y la altura
iniciales (D, A ). Las macetas se rotularon y se acomodaron en
un disefio completamente al azar, en el piso de la parte central
del invernadero. Durante la prueba se aplicaron dos riegos por

semana.

remove the substrate from the roots. The shoot height (A), stem
collar diameter (D) and number of thick spiraling lateral roots
(RLGE) were measured on each plant = 1 mm in diameter and
with a length =the length of the root plug and with growth on
the external part of the root plug. The plants were sectioned at
the stem collar and the two parts were placed separately in paper
bags and dried in an electric oven BINDER® ED- 720 for 72 h
at 70 °C. To determine root (PSA) and shoot (PSR) dry weight,
a digital scale Ohaus® PA-214, with precision to hundredths of
a gram, was used. With these values, we calculated the shoot dry
weight/root dry weight (PSA/PSR), robustness index (IR = A/D,
and the Dickson quality index ICD = PST / (IR + PSA/PSR).

Root growth potential

The second part of the experiment consisted of root growth
tests. For these tests, 10 plants with average stem diameter and
height were selected from each tray, for a total of 40 plants
per treatment. For plant growth, 10 plastic pots with bottom
diameter, top diameter and height of 30, 30 and 27 cm,
respectively, and volume of 13.2 L were used per treatment. Pots
were filled with new substrate similar to the substrate in which
plants were produced in the nursery, and fertilizer was added.
Four plants were equidistantly planted in each pot and initial
diameter and height (D, A)) were measured. Pots were labeled
and arranged in a completely randomized design on the floor in
the central part of the greenhouse. During the test the pots were
irrigated twice per week.

After 1.5 months, plants were extracted and the root system
washed, procuring that the root plug did not lose its initial shape
in order to differentiate the roots emitted during the test. On
each plant, final diameter and height (D1’ A1) were measured,
and separately, the roots with horizontal growth (R) emitted
from the periphery of the root plug and the roots with vertical
growth (R) emitted from the base of the root plug were cut off.
The stems, root plugs (Cp) and R, and R of each plant were
placed separately in paper bags and dried at 70 °C for 72 h in
an electric oven (BINDER®, model ED- 720, Germany). Dry
weight of each component was registered on centigram precision
digital scale (Ohaus®, modelo PA214, USA).

For cach treatment, we calculated the monthly relative
growth rate in dry weight of roots with horizontal growth
(TermR,), that of roots with vertical growth (TcrmR ), and of
total roots emitted (TcrmR), with the formula TermR = [(In
Y, -InY)) / (T, =T)], where: Y, = value of the variable at the
beginning of the test, Y, = the value of the variable at the end of
the test; T, = plant age at the beginning of the test (9 months); T,
= plant age at the end of the test (10.5 months). We considered
as the initial value of dry root plugs, the weight without substrate

(PSCp) and the final weight was that initial weight (PSCp) plus
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A 1.5 meses de la prueba, se extrajo la planta y se lavé su
sistema radical procurando que los cepellones no perdieran la
forma que presentaban al inicio, con el propésito de diferenciar
las raices emitidas durante la prueba. En cada planta se midié el
didmetro y la altura finales (D, A,), por separado se cortaron las
raices con crecimiento horizontal (R,), emitidas desde la periferia
del cepell6n y las raices con crecimiento vertical (R ), emitidas a
partir de la base del cepellén. Los tallos, cepellones (Cp) y R, y
R, de cada planta se colocaron por separado en bolsas de papel y
se secaron a 70 °C durante 72 h, en horno eléctrico de la marca
BINDER®, modelo ED- 720 (Alemania). El peso seco de cada
componente se determiné en bdscula digital a centésimas de gra-
mo (Ohaus®, modelo PA214, USA).

Para cada tratamiento se calculd la tasa de crecimiento rela-
tivo mensual en peso seco de raices con crecimiento horizontal
(TermR,), raices con crecimiento vertical (TermR ) y para el to-
tal de raices emitidas (TcrmR ), con la férmula: TermR = [(In
Y,-InY)) /(T,-T)], donde: Y, = valor de la variable al inicio
de la prueba Y, = valor de la variable al final de la prueba; T, =
edad de la planta al inicio de la prueba (9 meses); T, = edad de la
planta al final de la prueba (10.5 meses). Para las variables R, R
y R se consideré como valor inicial el peso seco del cepellén sin
sustrato (PSCp) y como valor final el mismo peso (PSCp) mis el
peso de R, R y R, respectivamente. Al calcular el logaritmo de
las variables R, R y R se consideré que no hubo cambios en el
peso seco del cepelldn sin sustrato (PSCp) durante el desarrollo

de la prueba.
Andlisis estadistico

Los andlisis de varianza se realizaron con el programa SAS’
versién 9.0 (SAS Institute, 2002), para las variables morfoldgi-
cas de la planta producida y las tasas de crecimiento relativo al
final de la prueba de crecimiento potencial de la rafz. A los fac-
tores con efectos significativos se les aplicé la prueba de Tukey
(p=<0.05). Para analizar el efecto del tratamiento adicional con
poda radical aérea T7 (RTa-42), se realizé otro andlisis de varian-
za 'y se incluyeron el tratamiento testigo T3 (RT-42 sin poda) y el
T6 (RT-42 con recubrimiento de Cu).

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento de las plantas

El tipo de contenedor tuvo efectos significativos
(p=<0.05) en las variables D, A, PSA, PSR, IR e ICD,
mds no en las variables relacién PSA/PSR y RLGE,
lo cual indica que la solucién de Cu utilizada tuvo un
efecto similar en los tres tipos de charola utilizadas
con respecto al crecimiento de la parte aérea y de la
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the weight of R, R and R, respectively. When calculating the
logarithm of the variables R, R, and R, there were no changes in

root plug dry weight without substrate (PSCp) during the test.
Statistical analysis

The analyses of variance were performed with SAS’ version
9.0 (SAS Institute, 2002) for the morphological variables of the
plant and the relative growth rates at the end of the root growth
potential test. The Tukey test (p=<0.05) was conducted on factors
that had significant effects. To analyze the effect of the additional
treatment with air root pruning T7 (RTa-42), another analysis
of variance was performed, wherein the control treatment T3
(RT-42 without pruning) and T6 (RT-42 with Cu coating) were
included.

RESULTS AND DISCUSSION
Plant growth

Type of container had significant effects (p <
0.05) on the variables D, H, PSA, PSR, IR and ICD,
but not on the variables PSA/PSR ratio or RLGE,
indicating that the Cu solution used had a similar
effect in the three tray types used, regarding shoot
and root growth. The plants produced in polystyrene
trays without Cu pruning developed stems (D, A)
and dry weights (PSA, PSR) greater than those of
individuals grown in the two types of plastic trays
and in PS-77 with Cu pruning.

Root pruning had significant (p < 0.05) effect on
all the variables. Plants with root pruning had lower
values than plants without pruning, except in the
variables IR and RLGE. In all the treatments, plants
grown in 170 cm’® cavities had sizes and quality
indexes according with recommended values for
native fast-growing pine species (Prieto and Sdenz,
2011), except D, plants in plastic trays developed
slightly lower D values (Table 2).

When comparing the plants of the additional
treatment 17 (RTa-42) with those of the control T3
(RT-42 without Cu coating) and with T6 (RT-42
with Cu coating) significant differences (p < 0.05)
were found in the average values of the variables
evaluated, by effect of root pruning type. Plants
without pruning developed morphological variables
and quality indexes that were qualitatively superior
to the root-pruned plants, except RLGE. Plants with
PRQ were superior to plants with PRA in size, dry
weights and ICD. The set of plants with (chemical
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raiz. La planta producida en charolas de poliestireno,
sin poda debido al cobrizado, desarroll6 tallas (D, A)
y pesos secos (PSA, PSR) superiores a las de los indi-
viduos crecidos en dos tipos de charola de plastico y
en PS-77 con podas por cobrizado.

Para los conjuntos de tratamientos sin y con poda
radical el efecto fue significativo (p=<0.05) en todas
las variables; las plantas con poda radical presentaron
valores iinferiores a las plantas sin poda, excepto en
las variables IR y RLGE. En todos los tratamientos se
produjo planta con tallas e indices de calidad acordes
con los valores recomendados para pinos nativos de
crecimiento rdpido, producidos en charolas con cavi-
dades de 170 cm?® (Prieto y Sdenz, 2011), excepto en
D, donde la planta en charolas de pldstico desarrollé
valores ligeramente inferiores (Cuadro 2).

Al comparar la planta del tratamiento adicional
T7 (RTa-42), con su tratamiento testigo T3 (RT-42
sin cubierta de Cu) y con el T6 (RT-42 con cubier-
ta de Cu), se presentaron diferencias significativas
(p=<0.05) en los valores promedio de las variables
evaluadas por efecto del tipo de poda radical. La
planta sin poda desarrollé variables morfoldgicas e
indices de calidad cualitativamente superiores a las

and air) root pruning, developed a better IR and a
minimum number of RLGE, compared with plants
without pruning (Table 3).

Chemical and air root pruning affected growth
of plant lateral roots and, consequently, their shoot
growth. South ez al. (2016) stated that in nurseries
in southwestern United States using Cu-coated trays,
the production period can be up to 20% longer than
in nurseries where this treatment is not applied. The
longer period enables the plants to develop enough
roots with firm root plugs to avoid damage or losses
during extraction from the trays for packing.

Plants produced in polystyrene trays (PS-77)
had higher values in the evaluated morphological
variables, followed by plants grown in plastic trays
with fused cavities (RT-42), with interchangeable
cavities (P-54) and with interchangeable cavities
with openings in the walls (RTa-42), respectively.
This growth pattern was seemingly influenced by
the mean temperature of the substrate: 13.5, 11.5,
11.4 and 10.6 °C in trays PS-77, P-54, RT-42 and
RTa-42, respectively. Landis ez a/. (2014) mentioned
that in some forest nurseries in the United States
and Canada, located in extreme climate regions, the

Cuadro 2. Comparacién de medias y niveles significativos en variables morfolégicas de Pinus patula producido en tres charolas
con y sin poda radical quimica, a los 9 meses en vivero.
Table 2. Comparison of means and significant levels in morphological variables of Pinus patula produced in three tray types with
and without chemical root pruning in nursery at 9 months.

D A PSR PSA PSA/
Tr CT FV (mm) (cm) (@) @) PSR IR ICD RLGE
1 P-54 3.89bcd’ 21.05c¢d 1.18b 2.18bcd 2.26a 5.45b 0.47ab 3.18a
2  PS-77 SP 4.16a 24.67a 1.31a 2.56a 2.39a 5.97a 0.49a 3.20a
3 T-42 3.95bc 21.72bc 1.22ab 2.30bc 2.29a 5.54b 0.48ab 3.50a
4 P-54 3.76d 19.50e 0.91d 1.99d 1.87b 5.23b 0.44bc 0.08b
5 PS-77 Cp 4.07ab 22.48b 1.03c 2.42ab 1.99b 5.57b 0.41cd 0.08b
6 T-42 3.85cd 20.28de 0.95cd 2.10cd 1.91b 5.26b 0.39d 0.07b
? <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.064 <0.001 <0.006 <0.17
SP 4.00a 22.48a 1.24a 2.35a 2.31a 5.65a 0.48a 3.29a
Cp 3.89b 20.76b 0.96b 2.17b 1.92b 5.35b 0.41b 0.06b
? <0.006 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
VR >4.0 15-25 1.5-2.5 <6.25 >0.40

Tr: tratamiento; Ct: contenedor; FV: factor de variacién; PSA: peso seco aéreo; PSR: peso seco radical; IR: indice de robustez; ICD:
indice de calidad de Dickson, RLGE: raices laterales gruesas envolventes; P-54: charolas de pléstico con 54 cavidades; PS-77: charola
de poliestireno con 77 cavidades; RT-42: rejilla con 42 tubetes de pldstico; SP: sin poda; CP: con poda; VR: valores recomendados para
pinos nativos no cespitosos (Prieto y Sdenz, 2011). "Letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica (p=<0.05). < Tr:
treatment; Ct: container; FV: factor of variation; PSA: shoot dry weight; PSR: root dry weight; IR: robustness index; ICD: Dickson
quality index, RLGE: thick spiraling lateral roots; P-54: plastic trays with 54 cavities; PS-77: polystyrene tray with 77 cavities; RT-42:
rack with 42 plastic tubes; SP: without pruning; CP: with pruning; VR: recommended values for native pines with non-grass growth
stage (Prieto and Sdenz, 2011). "Different letters in a column indicate statistical difference (p=<0.05).
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plantas con poda, con excepciéon de RLGE. La planta
con PRQ fue superior a la planta con PRA en tallas,
pesos secos e ICD. El conjunto de plantas con poda
radical (quimica y aérea) desarroll6 un IR mejor y un
ndmero minimo de RLGE, en comparacién con las
plantas sin poda (Cuadro 3).

La poda radical quimica y aérea afecté el creci-
miento de las raices laterales de las plantas y en con-
secuencia el crecimiento aéreo de las mismas. Al res-
pecto, South ez al. (2016) sefalaron que, en algunos
viveros del sureste de los Estados Unidos donde se
utilizan charolas impregnadas con soluciones de Cu,
el periodo de produccién puede ser hasta 20% mads
largo al de los viveros donde no se aplica este trata-
miento. Esto, para lograr que las plantas desarrollen
suficientes raices con cepellones firmes y prevenir da-
fios o pérdidas de planta durante su extraccién de las
charolas para su embalaje.

La planta producida en charolas de poliestireno
(PS-77) presentd los valores mds altos en las varia-
bles morfolégicas evaluadas, seguida por la planta
de las charolas de plistico con cavidades fusiona-
das (RT-42), con cavidades intercambiables (P-54)
y con cavidades intercambiables y aberturas en las
paredes (RTa-42) respectivamente. Este patrén de
crecimiento, al parecer, estuvo influenciado por
la temperatura media del sustrato que fue 13.5,
11.5, 11.4 y 10.6 °C, para las charolas PS-77, P-54,
RT-42 y RTa-42, respectivamente. Landis er al.

use of polystyrene trays predominates because they
maintain more stable substrate temperature than
plastic trays, higher in cold climates and cooler in
hot climates.

Also, the mean temperature of the substrates
contained in the cavities of the four tray types
(=13.5°C) could have contributed to reduce nutrient
release of the fertilizer Osmocote® Plus, which was
used because its technical data sheet establishes that
release is over a period of 8 to 9 months at a constant
substrate temperature of 21 °C and this even can
increase or decrease one month if the temperatures
are 15 or 25 °C, respectively.

Aguilera e al. (2016) reported production of
Pinus montezumae Lamb. in polystyrene trays with
160 cm? cavities in the state of Hidalgo where mean
temperature is 15.1 °C. They used two substrates
(pine sawdust and peat moss) combined with 8 g
L' of three commercial brands of controlled release
fertilizers. After 9.5 months when the plants were
evaluated, they found 14.6, 25.5 and 39.8% of the
nominal content of N, P and K remaining in the
Multicote® spheres (Aguilera ez al., 2016). This result
suggests that if the P. patula plants of our study had
been evaluated at 10 months, those in plastic trays
would have reached the minimum recommended
diameter of 4 mm.

The plants of the additional treatment T7 (RTa-
42) had lower values in size, dry weights and Dickson

Cuadro 3. Comparacién de medias y niveles significativos de las variables morfolégicas de Pinus patula producido en rejillas con
tubetes de pldstico, con poda radical quimica y aérea, a los 9 meses en vivero.
Table 3. Comparison of means and significant levels of morphological variables of Pinus patula produced in racks with plastic
tubes, with chemical and air root pruning in the nursery after 9 months.

D A PSR PSA PSA/
Tr CT FV (mm) (cm) @ @ PSR IR ICD RLGE
3 RT42 SP 3.95a" 21.72a 1.22a 2.30a 1.91b 5.54a 0.48a 3.50a
6 PRQ 3.85a 20.28b 0.95b 2.10b 2.29a 5.26b 0.41b 0.08b
7  RTa-42 PRA 3.67b 18.77¢ 0.83¢ 1.77¢ 2.28a 5.13b 0.36¢ 0.40b
? <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.002 <0.001 <0.001
VR =4.0 15-25 1.5-2.5 <6.25 >0.40 0.0

Tr: tratamiento; Ct: contenedor, FV: factor de variacion, RT-42: rejilla con 42 tubetes de pldstico, RTa-42: rejilla con 42 tubetes de
pldstico con aberturas en sus paredes, D: didmetro del tallo; A: altura de la parte aérea; PSA: peso seco aéreo; PSR: peso seco radical;
IR: indice de robustez; ICD: indice de calidad de Dickson, RLGE: raices laterales gruesas envolventes; SP: sin poda; PRQ: poda radical
quimica; PRA: poda radical aérea; VR: valores recomendados para pinos nativos no cespitosos (Prieto y Sdenz, 2011). TLetras diferentes
en una columna indican diferencia estadistica (p=<0.05). # Ti: treatment; Ct: container, FV: factor of variation, RT-42: rack with 42
plastic tubes, RTa-42: rack with 42 plastic tubes with openings in their walls, D: stem diameter; A: shoot height; PSA: shoot dry weight;
PSR: root dry weight; IR: index of robustness; ICD: Dickson quality index, RLGE: thick spiraling lateral roots; SP: no root pruning;
PRQ: chemical root pruning; PRA: air root pruning; VR: values recommended for native pines with non-grass growth stage (Prieto and
Séenz, 2011). "Different letters in a column indicate statistical difference (p=<0.05).
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(2014) mencionaron que en algunos viveros foresta-
les de Estados Unidos y Canad4, ubicados en zonas
con climas extremos, predomina el uso de charolas
de poliestireno porque mantienen la temperatura del
sustrato mds estable que las charolas de pldstico, mds
alta en climas frios y menos alta en climas cdlidos.

También, la temperatura media de los sustratos
contenidos en las cavidades de los cuatro tipos de
charola (=13.5 °C) pudo contribuir a reducir la libe-
racién de los nutrientes en el fertilizante Osmocote®
Plus utilizado, porque en su ficha técnica se establece
que el tiempo de liberacién de 8 a 9 meses es a tem-
peratura constante de 21 °C en el sustrato, y que pue-
de incrementar o reducir un mes, si las temperaturas
son de 15 o 25 °C, respectivamente.

Aguilera ez al. (2016) documentaron que en un vi-
vero en el estado de Hidalgo con temperatura media
de la zona igual a 15.1 °C, se produjo Pinus montezu-
mae Lamb. en charolas de poliestireno con cavidades
de 160 cm?, en dos sustratos (aserrin de pino y turba
de musgo) combinados con 8 g L' de tres marcas
comerciales de fertilizantes de liberacién controlada;
alos 9.5 meses, cuando se evalué la planta, se encon-
tré en las esferas de Multicote® 14.6, 25.5 y 39.8%
del contenido nominal de N, P y K. Este resultado
permite suponer que, si las plantas de P. parula de
nuestro estudio se hubiesen evaluado a los 10 meses,
aquéllas de las charolas de pldstico habrian alcanzado
el didmetro minimo recomendado de 4 mm.

La planta del tratamiento adicional T7 (RTa-42)
presenté valores menores en tallas, pesos secos ¢ in-
dice de calidad de Dickson que la planta de los tra-
tamientos T3 y T6 (RT-42, sin y con Cu), lo cual
puede atribuirse a pérdidas mayores de agua y de
fertilizantes por las aberturas en las paredes de las ca-
vidades (tubetes) y en el sustrato se registr6 la tempe-
ratura promedio mds baja de todos los tratamientos.
Tal patrén se observé en dos estudios de produccién
de pinos en charolas con cavidades intercambiables
de 220 cm® y diseno para propiciar la PRA: 1) Sén-
chez et al. (2016) produjeron Pinus oaxacana Mirov.
y Pinus greggii var. australis Donahue & Lépez, y re-
gistraron valores promedio para tallas y pesos secos
superiores en las charolas sin aberturas en sus cavida-
des de produccién (tubetes), respecto a la planta pro-
ducida en las mismas charolas con aberturas; 2) Cas-
tro et al. (2018) produjeron P. greggii var australis, la
cual desarrollé valores promedio para D, A, PSA y
PSR, 25, 17, 28 y 38% superiores a los de la planta
producida en las mismas charolas con aberturas en
sus cavidades.

quality index than the plants from treatments
T3 and T6 (RT-42, with and without Cu). This
could be attributed to higher losses of water and
fertilizers through the openings in the walls of the
cavities (tubes) and to the lowest average substrate
temperature of all the treatments. This pattern was
observed in two studies on pine production in
interchangeable 220 cm’ cavities designed for air
root pruning. 1) Sinchez er al. (2016) produced
Pinus oaxacana Mirov. and Pinus greggii var. australis
Donahue & Lépez and found higher average values
for size and dry weights in plants grown in trays
with tubes without openings than in plants grown
in the same trays, but with tubes with openings in
their walls. 2) Castro ez a/. (2018) produced P. greggii
var australis; the plants grown in cavities without
openings in their walls had 25, 17, 28 and 38%
higher average values of D, A, PSA and PSR than
plants produced in the same trays with openings.

In order to reduce water and fertilizer loss from
the trays designed for PRA, Landis (2005) described
those techniques used in nurseries in Canada and the
United States: to separate handling of trays without
openings; the use of white trays at the edge of the
tray tables; the increase in irrigation frequency and
in fertilizer doses; and the use of controlled-release
fertilizers to reduce losses by lixiviation.

Root growth potential

At the end of the test, average values of D, and
A, and of monthly relative root growth (TcrmR)
showed significant differences (p=<0.05) by effect of
the container type. Plants produced in polystyrene
(PS-77) trays without root pruning had higher values,
except TermRe, than those grown in plastic trays
(P-54 and RT-42). In TermR the (PS-77) tray was
outstanding, but with chemical pruning. Chemical
root pruning (T4, T5 and T6) had significant effect
(p=<0.05) on TermR; plants stopped vertical growth
(A,) and emitted a larger quantity of horizontal (R))
and total (R ) roots, even though initial diameter (D)
was smaller (p=<0.05) than that of plants without
pruning. Plants in the set of treatments without root
pruning (T'1, T2 and T3) developed greater heights
(A,), diameters (D,), and roots with vertical growth
(R) as a consequence of the development of lateral
spiraling roots over the surface of the root plug,
making difficult the consequent emission of new
horizontal roots (Table 4).
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Para reducir la pérdida de agua y de fertilizante
que se registra en las charolas con disefo para PRA,
Landis (2005) describié algunas técnicas utilizadas
en viveros de Canadd y Estados Unidos que inclu-
yen: el manejo por separado de charolas sin abertu-
ras; uso de charolas de color blanco en la periferia de
las mesas porta charolas; incremento en la frecuencia
de riegos y en la dosis de fertilizacién, uso de fertili-
zantes de liberacién controlada para reducir pérdidas
por lixiviacién.

Crecimiento potencial de raiz

Al final de la prueba, los valores promedio de
D, Ay las tasas de crecimiento relativo mensual
de raiz (TermR) mostraron diferencias significativas
(p=0.05), por efecto del tipo de contenedor; con va-
lores superiores en la planta producida en charolas de
poliestireno (PS-77) sin poda radical a las produci-
das en charolas de pldstico (P-54 y RT-42), excepto
en TcrmRe, en la cual sobresalié la misma charola,
pero con la aplicacién de poda quimica. El conjunto
de tratamientos con poda radical quimica (T4, T5
y T6) generd un efecto significativo (p=<0.05) en la
TermR, las plantas frenaron su crecimiento en altura
(A,) y emitieron una cantidad mayor de raices con
crecimiento horizontal (R) y total (R), a pesar de
que al inicio de la prueba el didmetro inicial (D) era
menor (p=<0.05) que el de las plantas sin poda. La
planta del conjunto de tratamientos sin poda radi-
cal (T1, T2 y T3) desarroll6 mayores alturas (A ),
didmetros (D,) y raices con crecimiento vertical (R )
como consecuencia de haber desarrollado raices late-
rales envolventes sobre la superficie de los cepellones,
lo cual dificulté la emisién de raices nuevas en senti-
do horizontal (Cuadro 4).

Al comparar la planta del tratamiento adicional
T7 (RTa-42) con poda radical aérea, con su trata-
miento testigo T3 (RT-42) y con el T6 (RT-42 con
Cu), se presentaron diferencias estadisticas (p < 0.05)
en los valores promedio de las tallas finales de las
plantas (D, y A)) y en las TcrmR. La planta con poda
radical aérea (T7) desarrollé TcrmR, y TermR  supe-
riores a la planta del tratamiento testigo T3. La plan-
ta con poda radical quimica (T6) presenté TermR, y
TermR superiores a la planta con poda radical aérea
(T7) (Cuadro 5).

En la capacidad para emitir nuevas raices en senti-
do horizontal (TermRh) y total (TermRe), la planta

de los tratamientos con poda radical quimica fue

92 | VOLUMEN 55, NUMERO 1

Comparison of the additional air root pruning
treatment 17 (RTa-42) with its control treatment
T3 (RT-42) and with T6 (RT-42 with Cu) showed
statistical differences (p < 0.05) between average
values of the final plant sizes (D, and A)) and in
TermR. Plants with air root pruning (T7) developed
higher TermR, and TermR than T3 control plants.
Plants with chemical root pruning (T6) had higher
TermR, and TermR | than plants with air root
pruning (T7) (Table 5).

Regarding capacity to emit new horizontal roots
(TermRh) and total new roots (TermRt), plants with
chemical root pruning were superior to plants with
air root pruning. These latter, in turn were superior
to that of plants without root pruning. A fact that
can be attributed to chemical root pruning, which
made plants was more efficient in terms of lateral
root pruning, as it can be seen in Figures 2 and 3.

Results of RGP tests similar to ours were observed
in other forest species produced in trays. South ez al.
(2005) evaluated RGP of Pinus palustris Mill. plants
produced in hydroponics in polystyrene trays with
and without Cu coating and in plastic trays with and
without openings to favor PRA. After four weeks, the
proportion of horizontal and vertical roots emitted
was 36 and 64% in plants without root pruning, 78
and 22% in plants with PRQ, and 67 and 33% in
plants with PRA.

Chapman and Colombo (2006) measured
RGP in P banksiana Lamb. grown in plastic pots.
The plants were produced in three types of trays
(plastic with and without openings, polystyrene with
and without Cu coating, and with biodegradable
cavity walls) with 46 to 60 cm?® cavities. After seven
months, plants with PRQ emitted more roots and
root biomass with horizontal growth, and more
homogeneous distribution over all the faces of the
taproot than plants produced without root pruning,
which developed more roots grown,downward and
irregularly distributed around the taproot.

Sword et al. (2011) also evaluated RGP of
Pinus palustris Mill. grown in 60, 105 and 170 cm?
polystyrene trays with and without Cu coating, and
transplanted to plastic pots. After four weeks of the
test, the plants with PRQ emitted on average 33
roots wider than 1 mm in diameter in the upper two
thirds of the root plugs and 15 roots in the lower
third of the root plugs. While plants without pruning
produced 19 and 35 roots in the abovementioned
thirds of the root plugs, respectively.
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Cuadro 4. Comparacién de medias de las variables en la prueba crecimiento potencial de raiz (CPR) a plantas
(Pinus patula) producidas en tres tipos de charola, con poda radical quimica.
Table 4. Comparison of means of the variables in the test of root growth potential (RGP) in plants (Pinus patula)
grown in three tray types with chemical root pruning.

e Ce BV D, D, A, A, TermR (g g ! mes™)
(mm) (cm) R, R, R
1 P-54 4.15 ab’ 5.67b 23.58¢ 32.83b 0.13¢ 0.16b 0.26¢
2 PS-77 SP 425a 6.30a 26.05ab 36.68a 0.19b 0.23a 0.36ab
3 RT-42 4.13 ab 5.71b 25.33ab 34.53ab 0.12c 0.16b 0.25¢
4  P-54 4.04b 5.24c 21.90d 27.75¢ 0.26a 0.11c 0.34b
5 DPS-77 CP 4.10ab 6.00ab 26.68a 34.90ab 0.29a 0.16b 0.40a
6 RT-42 4.11ab 5.82b 25.18b 33.00b 0.29a 0.11c 0.37ab
? <0.131 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
SP 4.18a 5.89 a 24.98 a 34.68 a 0.15b 0.18 a 0.29b
CP 4.08b 5.69 b 24.58 a 31.88b 0.28 a 0.13b 0.37 a
? <0.004 <0.010 <0.177 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Tr: tratamiento; Ct: contenedor; FV: factor de variacién; D,yD;: didmetro inicial y final; Ay A altura inicial y final;
TermR: tasa de crecimiento relativo mensual de raiz; R, R y R: raices con crecimiento horizontal, vertical y total; P-54:
charola de pléstico con 54 cavidades; PS-77: charola de poliestireno con 77 cavidades; T-42: rejilla con 42 tubetes de
pldstico; SP: sin poda; CP: con poda. "Letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica (p=<0.05). # Tr:
treatment; Ct: container; FV: factor of variation; D, and D initial and final diameter; A, and A initial and final height;
TermR: monthly relative root growth rate; R, R and R: roots with horizontal, vertical and total growth; P-54: plastic
tray with 54 cavities; PS-77: polystyrene tray with 77 cavities; T-42: rack with 42 plastic tubes; SP: without pruning; CP:
with pruning. "Different letters in a column indicate statistical differences (p=<0.05).

superior a la planta de los tratamientos con poda ra-
dical aérea, y ésta, a su vez, a la planta sin poda radi-
cal. Lo anterior puede atribuirse a que la poda radical
quimica fue mds eficiente en cuanto a poda de raices
laterales, como se observa en las Figuras 2 y 3.

In Mexico, RGP tests to evaluate behavior of plants
with and without root pruning are still incipient.
To date, only the results of a study conducted by
Sénchez er al. (2016) with Pinus greggii var australis
and Pinus oaxacana Mirov. plants produced in plastic

Cuadro 5. Comparacién de medias de las variables consideradas en la prueba crecimiento potencial de raiz (CPR)
a Pinus patula producido en tubetes con poda radical quimica y aérea.
Table 5. Comparison of means of variables considered in the root growth potential test (RGP) with Pinus patula
produced in tubes with chemical and air root pruning.

- c D, D, A, A TermR (g g ! mes™)
r ‘ Fv (mm) (cm) R, R, R,
3 RTA42 Ny 4.13a" 5.71a 25.33a 34.53a 0.12¢ 0.16a 0.25¢
6 PRQ 4.11a 5.82a 25.18a 33.00a 0.29a 0.11b 0.37a
7 RTa-42 PRA 3.87b 5.17b 20.65b 26.13b 0.18b 0.13ab 0.30b
¥4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Tr: tratamiento; Ct: contenedor; FV: factor de variacién; Dy D : didmetro inicial y final; A y A : altura inicial y final;
TermR: tasa de crecimiento relativo mensual de raiz; R, Ry R: raices con crecimiento horizontal, vertical y total; RT-
42: rejilla con 42 tubetes de pldstico; RTa-42: rejilla con 42 tubetes de pldstico con aberturas en sus paredes; SP: sin poda,
PRQ: poda radical quimica, PRA: poda radical aérea. "Letras diferentes en una columna indican diferencia estadistica
(Tukey, p=<0.05). « Tr: treatment; Ct: container; FV: factor of variation; D and D: initial and final diameter; A and
A: initial and final height; TermR: monthly relative root growth rate; R, R and R : roots with horizontal, vertical and
total growth; RTa-42: rack with 42 plastic tubes with openings in their walls; SP: without pruning; PRQ: chemical root
pruning; PRA: air root pruning. "Different letters in a column indicate statistical differences (Tukey, p=<0.05).
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Resultados similares a los obtenidos en la presente
prueba de CPR se observaron en otras especies fo-
restales producidas en charolas. South ez a/. (2005)
evaluaron en condiciones hidropénicas el CPR de
plantas de Pinus palustris Mill. producidas en charo-
las de poliestireno, sin y con recubrimiento de Cu, y
en charolas de pldstico sin y con aberturas para pro-
piciar la PRA; a las cuatro semanas, la proporcién de
raices emitidas con crecimiento horizontal y vertical
fue 36 y 64% en las plantas sin poda, de 78 y 22%
en las plantas con PRQ y de 67 y 33% en las plantas
con PRA.

Chapman y Colombo (2006) midieron el CPR
de P banksiana Lamb. en macetas de pldstico, la cual
se produjo en tres tipos de charolas (de plastico con y
sin aberturas, de poliestireno con y sin recubrimiento
de Cu, y con cavidades de paredes biodegradables)
con cavidades de 46 a 60 cm?. A los siete meses, las
plantas con PRQ emitieron cantidad mayor de raices
y biomasa radical con crecimiento horizontal y dis-
tribucién mds homogénea en todas las caras de la raiz
principal, en comparacién con las plantas sin poda
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Figura 2. Cepellones de planta de Pinus patula de 9 meses de
edad, producida en charolas: A) sin poda radical;
B) con poda radical quimica; C) con poda radical
aérea.

Figure 2. Root plugs Pinus patula of 9-month-old plants
produced in trays: A) with no root pruning; B) with
chemical root pruning; C) with air root pruning.

trays with 210 cm® tubes with and without lateral
openings (RT-25 and RTa-25) have been published.
After growing in 10 L plastic pots for four weeks,
the number of live roots longer than 1 cm was
significantly higher in air-root-pruned plants than in
unpruned plants: 220 and 167 roots in P greggii, and
373 and 264 roots in P oaxacana.

The root growth of P. patula observed in the RGP
test can be explained with the results of other studies
of growth in the field with P. palustris conducted by
Sung and Dumroese (2013) and Sung and Haywood
(2016). Those authors concurred in observing that
LR of root-pruned plants have minimal barriers
preventing their free growth in the field. In contrast,
LR of unpruned plants form a mesh around the
root plug that blocks horizontal root growth. These
authors also observed that in the lower tip of the
taproot (central axis), and in the LR of unpruned
plants, growth form calluses or protuberances when
roots reach the drainage hole and make contact with
the air. In the field, those calluses generate positively
geotropic roots, thus causing plants to develop more
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que desarrollaron mayor cantidad de raices hacia aba-
jo y con una distribucién irregular, en torno a la raiz
principal.

Sword ez al. (2011) también evaluaron en macetas
de plistico el CPR de plantas de Pinus palustris Mill.,
las cuales produjeron en charolas de poliestireno de
60, 105 y 170 cm?, sin y con recubrimiento de Cu.
A las cuatro semanas de prueba, las plantas con PRQ
emitieron en promedio, 33 raices mayores de 1 mm
de didmetro en los dos tercios superiores del cepellén
y 15 raices en el tercio inferior del cepellén mientras
que, en las plantas sin poda, el nimero de raices fue
de 19y 35, respectivamente.

En México las pruebas de CPR con especies fo-
restales para evaluar el comportamiento de la planta
con y sin poda radical, son atn incipientes. A la fecha
s6lo se han publicado los resultados de un estudio
realizado por Sdnchez et al. (2016) con planta de Pin-
us greggii var australis y de Pinus oaxacana Mirov., las
cuales se produjeron en charolas de pldstico con tu-

Figura 3. Raices nuevas emitidas por planta de Pinus patula
durante la prueba de crecimiento potencial de
raiz (1.5 meses): A) sin poda radical; B) con poda
radical quimica; C) con poda radical aérea.

Figure 3. New roots emitted by Pinus patula plants during
the root growth potential test (1.5 months): A) no
root pruning; B) with chemical root pruning; C)
with air root pruning.

vertical root growth and more vertical than horizontal
root biomass.

CONCLUSIONS

Coating the polystyrene and plastic trays with
a vinyl-acrylic solution and 7% copper hydroxide
commercial formula, and 84.5% of acrylic primer
efficiently pruned lateral roots, resulting in a small
number of lateral spiraling roots. Plants grown
in polystyrene trays had higher values in size, dry
weights and Dickson quality index as a consequence
of maintaining higher substrate temperature than in
plastic trays in the environmental conditions of the
nursery.

In the test of root growth potential, plants
with chemical root pruning developed higher total
monthly relative root growth and horizontal root
growth compared with plants with no root pruning,
which developed a higher monthly relative growth
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betes de 210 cm’ sin y con aberturas laterales (RT-25
y RTa-25); después de desarrollar las plantas durante
cuatro semanas en macetas de pldstico de 10 L, el nti-
mero de raices vivas mayores a 1 cm de longitud fue
significativamente superior en las plantas con poda
radical aérea que las plantas sin poda, con 220 y 167
raices en P greggii y 373 y 264 raices en P oaxacana.
El crecimiento radical observado en P. patula en
la prueba de CPR se explica con los resultados de
otros estudios de crecimiento en campo con P. palus-
tris realizados por Sung y Dumroese (2013) y Sung
y Haywood (2016), quienes coincidieron en que las
RL de las plantas con poda radical tienen un minimo
de barreras que les impidan crecer libres en campo.
En cambio, en las plantas sin poda las RL forman
una malla en torno al cepellén que bloquea el creci-
miento radical en sentido horizontal. Estos autores
también observaron que en el extremo inferior de la
raiz principal (eje central) y en las RL de las plantas
sin poda se forman callos o protuberancias cuando
alcanzan el orificio de drenaje y hacen contacto con
el aire. Ya en campo, de estos callos se generan rai-
ces con geotropismo positivo, lo cual ocasiona que la
planta desarrolle un niimero mayor de raices y mds
biomasa radical en sentido vertical que horizontal.

CONCLUSIONES

La impregnacién de charolas de poliestireno y
de plistico con solucién vinil-acrilica con 7% de
hidréxido de cobre comercial y 84.5% de sellador
acrilico, generé planta con poda eficiente de raices
laterales y con un nimero minimo de raices latera-
les envolventes. La planta obtenida en las charolas de
poliestireno presenté valores mayores en tallas, pesos
secos e indice de calidad de Dickson; como conse-
cuencia de mantener la temperatura del sustrato mds
alta que la registrada para las charolas de pldstico en
las condiciones ambientales del vivero.

En la prueba de crecimiento potencial de raiz,
la planta con poda radical quimica desarrollé mayor
tasa de crecimiento relativo mensual de raices totales
y con crecimiento horizontal, en comparacién con la
planta sin poda radical. Esta dltima desarrollé mayor
tasa de crecimiento relativo mensual de raices con
crecimiento vertical. El tratamiento alternativo de
poda radical aérea produjo planta con tallas menores
y pesos secos menores que la planta producida en el
mismo tipo de charola sin aberturas. En cambio, ge-
neré menos raices laterales envolventes y mayor tasa
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rate of vertically growing roots. The alternative air
root pruning treatment produced plants with smaller
sizes and lower dry weights than plants produced in
the same type of tray without openings. In contrast,
it generated fewer spiraling lateral roots and higher
monthly relative root growth rate of horizontally
growing roots.

—End of the English version—

......*ﬁ......

de crecimiento relativo mensual de raices con sentido
horizontal.
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