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ABSTRACT
Infections caused by pathogenic bacteria are a recurrent problem in the livestock sector,
generating important economic losses in the livestock industry. One of the main strategies
includes antibiotic therapy; however, its use is limited since pathogenic bacteria present
resistance to these drugs, which makes treatment against microbial infections difficult.
Therefore, the hypothesis proposed was that ethanolic extracts of native plants from the state of
Sonora, Mexico, can inhibit the growth of Gram (+) and Gram (-) pathogenic bacteria related to
common infections in the livestock industry. The objective was to evaluate the phytochemical
and antimicrobial profile of native plants from the state of Sonora, Mexico. In this study, 17
ethanolic extracts were obtained from native plants of Sonora, and the antimicrobial activity
was evaluated by the agar diffusion method and by the microdilution technique using
reference bacteria from the ATCC collection. The phytochemical profile was evaluated by
spectrophotometry and the experimental design used was completely randomized with three
replicates per treatment at 95 % confidence. The results showed that extracts of Prosopis velutina,
Ibervillea sonorae, Populus alba, Ambrosia ambrosioides, Krameria sonorae, and Leucaena leucocephala
were effective in eliminating Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 (p
<0.05). In addition, these extracts presented the highest concentration of total polysaccharides,
flavones and flavonols, flavanones and dihydroflavonols, tannins and total chlorogenic acid (p
< 0.05). Therefore, plant extracts from Sonora, Mexico, represent a natural alternative for the

control of Gram (+) and Gram (-) pathogens of importance to the livestock industry.

Keywords: Prosopis velutina, Ibervillea sonorae, Populus alba, antimicrobial, plant extracts,

livestock.
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INTRODUCTION

In recent years, there has been increasing interest in evaluating the antimicrobial
potential of plants to be used as a natural alternative in the treatment of human
diseases or as a preservative in the food industry. However, few studies have focused
on the use of plant extracts to treat diseases in domestic animals destined for livestock
production. In this context, Kama-Kama et al. (2016) reported the antimicrobial
activity of Solanum aculeastrum, Albizia coriaria, Ekebergia capensis, Piliostigma
thonningii, and Euclea divinorum extracts against disease-causing strains of Mycoplasma
in African livestock. In addition, another study showed that ethyl acetate extracted
from Terminalia chebula plant exhibited antimicrobial activity against the pathogens
Staphylococcus aureus, Bacillus megaterium, Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa,
which cause bovine mastitis (Kher et al., 2019). Likewise, Ndhlovu et al. (2017) reported
that extracts of Pterocarpus angolensis, Cissus quadrangularis and Catunaregam spinosa
were efficient in inhibiting the growth of Dermatophilus congolensis, which causes
dermatological diseases in cattle; while extracts of Caryocar brasiliense and Schinopsis
brasiliensis showed antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli, causative of gastrointestinal diseases in beef-producing cattle (de O Ribeiro et al.,
2018).

Although evidence indicates that plant extracts have potential to control infection-
causing pathogens in the livestock industry, not all plants possess this quality (Romulo
et al., 2018), as bioactive phytochemical compounds, such as alkaloids, phenolic
compounds, terpenes, and steroids may vary from plant to plant (Aminah et al., 2021;
Vaou et al., 2021). Therefore, the search for new natural alternatives for this purpose
is still at a premature stage due to the great biodiversity of existing plants worldwide,
which highlights the need for further research in this area.

In Mexico, it is estimated that there are about 26 000 plant species, of which about 4000
species are used to treat human diseases in a traditional way (Ruiz-Bustos et al., 2009;
Robles-Zepeda et al., 2011). Particularly, some plants native to the state of Sonora,
Mexico, have been reported to show antimicrobial potential against Helicobacter pylori,
Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, Shigella flexneri, and Salmonella spp. (Ruiz-
Bustos et al., 2009; Robles-Zepeda et al., 2013; Sosa-Castafieda et al., 2022), and about
400 plants of Sonora are used by local native groups to treat disease (Moreno-Salazar
et al., 2008; Morales-Figueroa et al., 2022). However, the biological effects of a large
amount of these plants still lack scientific support. Therefore, it is of great importance
to evaluate the phytochemical profile and efficacy of native plants from Sonora,
Mexico, to eliminate pathogenic bacteria that cause recurrent infections in animals
destined for human consumption in the livestock industry.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of ethanolic extracts

Extracts were obtained from 17 plants native of Sonora, Mexico (Table 1), which
belong to the Botanical Garden of the Department of Agriculture and Livestock (DAG)
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Common . Scientific Part of
Key Family
name name the plant

E1l Alamo Salicaceae Populus alba Leaves

E2 Batamote Asteraceae Baccharis glutinosa Stems

E3 Chicura Asteraceae Ambrosia ambrosioides Stems

E4 Cosahui Krameriaceae Krameria sonorae Root

E5 Guaje Fabaceae Leucaena leucocephala Leaves

E6 Guamuchil Fabaceae Pithecellobium dulce Bark

E7 Jojoba Simmondsiaceae Simmondsia chinensis Leaves

E8 Mezquite Fabaceae Prosopis velutina Leaves

E9 Palo verde Fabaceae Parkinsonia microphylla Stems and leaves
E10  Palo verde azul Fabaceae Cercidium floridum Stems and leaves
El1 Rama blanca Asteraceae Encelia farinosa Leaves

E12 Sangregado Euphorbiaceae Jatropha cardiophylla Stems

E13 Tepehuaje Fabaceae Lysiloma watsonii Leaves

El4 Torote Burseraceae Bursera microphylla Leaves

E15 Vinorama Fabaceae Acacia constricta Leaves
El6 Wereke Cucurbitaceae Ibervillea sonorae Tuber
E17 Zamota Fabaceae Coursetia glandulosa Stems

*Plants collected at the Botanical Garden of the DAG-UNISON.

of the University of Sonora (UNISON). Each plant was dehydrated at 34 °C in a hot
air oven (Thelco, Precision Science, model 28, USA). The dehydrated plant material
was pulverized in a mill (Pulvex Mini 100, Mexico) to a particle size of 100 microns.
Then 100 g of the pulverized plant material was mixed with 100 mL of 99 % pure
ethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in a glass bottle and stored for 5 days
in the dark at 25 °C (Khan et al., 2017). Finally, the extracts were filtered with filter
paper Whatmana no. 41 and the plant material was dehydrated again. The difference
in weight of plant material before and after storage was considered as the amount of
soluble compounds extracted from the plants. Ethanolic extracts were adjusted to 50
mg mL" and stored in the dark at 4 °C until use.

Phytochemical profile of ethanolic extracts
Total polysaccharide content was determined according to DuBois et al. (1956),
data were expressed as mg of glucose equivalent per gram of extract (mg GE g™).
The content of flavones and flavonols, as well as the content of total flavanones and
dihydroflavonols was determined using the methodology reported by Popova et al.
(2004), the data were expressed as mg of hesperetin equivalent per gram of extract (mg
HE g"). Total tannin content was determined according to Price and Butler (1977), the
results were expressed in mg of catechin equivalent per gram of extract (mg CE g™).
Finally, the chlorogenic acid content was determined by the methodology suggested
by Griffiths et al. (1992) and the results were expressed as mg of chlorogenic acid
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per gram of extract (mg CA g™). Calibration curves were used for all determinations
of phytochemical profiles of the extracts and the absorbances were read in a
spectrophotometer (Spectro Max MD, USA).

Antimicrobial activity of ethanolic extracts
Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, and Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 were obtained
from the culture collection of the Microbiology Laboratory of the Department of
Chemical and Biological Sciences of the UNISON. All strains were reactivated in BHI
broth culture medium (brain-heart infusion, BD Difco, Sparks, MD, USA). Then, 2
plates were prepared with BHI agar (brain-heart infusion, BD Difco, Sparks, MD,
USA) for each strain. Four sterile filter paper discs Whatmana no. 41 of 6 mm diameter
were placed on each plate, and 20 uL of each ethanolic extract were added to each
disk. Finally, the plates were incubated at 37 °C for 24 h. Halos greater than 3 mm were
considered as inhibition according to the criteria used by Heredia-Castro et al. (2015).

Determination of the minimum inhibitory concentration

The minimum inhibitory concentration (MIC) of each of the extracts was determined
by the microdilution technique. Bacteria from the ATCC collection were propagated
in BHI broth culture medium (brain-heart infusion, BD Difco, Sparks, MD, USA). A
stock solution of 50 mg mL™" of each ethanolic extract was used and 10 dilutions were
obtained with concentrations ranging from 5 mg mL™" to 50 mg mL" for each of the
extracts. The MIC was defined as the minimum concentration of extract at which the
pathogen did not show visible growth (Mahfuzul et al., 2007).

Statistical analysis
A completely Randomized Design with one-way ANOVA was used at 95 % of
confidence with three replicates per treatment. The mean comparison test was
performed by Tukey-Kramer at a significance level of 0.05 using NCSS statistical
software version 11.

RESULTS AND DISCUSSION

The antimicrobial activity of phytochemical compounds derived from plant extracts
has attracted strong attention in the scientific community; therefore, the search for
new plants with biological potential to control pathogenic microorganisms continues.
The results of the phytochemical profile of the ethanolic extracts derived from
plants from Sonora, Mexico (Table 2) showed that extract E16 presented the highest
concentration of total polysaccharides (250.32 + 2.12 mg GE g) (p < 0.05), while,
extracts E6, E7, and E11 showed the lowest concentration (100.51 + 1.25, 102.71 + 1.49
and 103.36 + 2.65 mg GE g, respectively) (p < 0.05).

Extract E16 presented a higher content of flavones and flavonols (100.65 + 2.14 mg HE
g7) (p £0.05); on the contrary, extracts E6, E7, and E11 showed the lowest concentration
of these compounds (34.62 + 1.20, 32.14 + 2.12 and 32.82 + 2.86 mg HE g, respectively)



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2496
Scientific article

Table 2. Phytochemical profile of ethanolic extracts derived from plants species analyzed.

658

Key Total Total flavones ~ Flavanones and total Total Total chlorogenic
polysaccharides and flavonols dihydroflavonols tannins acid

El 200.32+2.12e 75.87+227e 1057 +1.87 c 3.05+0.21d 25.33+1.25d
E2 185.65+1.33 f 6233+1.68¢g 712+1.01d 3.33+0.14d 15.85+1.04 ¢
E3 210.32+2.12d 80.14+1.25d 12.25+1.65 ¢ 4.89+0.69b 27.57 +1.65 ¢
E4 230.32+2.12 ¢ 86.54 +3.23 ¢ 15.89+1.25Db 458+0.74bc  29.33+1.14bc
E5 230.32+2.12 ¢ 88.62+2.11c 1525+ 1.14b 432+021c 28.36 +£2.25 bc
E6 100.51+1.25h 34.62+1.20h 355+0.12e 2.11+0.07 £ 10.57 +1.14 £
E7 102.71+1.49h 3214+212h 377+0.14 e 2.01+£0.20f 9.96 £1.06 £
E8 240.32+2.12Db 92.32+2.33Db 18.58 +2.86 a 5.02+0.58a 30.59+1.23b
E9 18236+298 g 65.96 +2.35 f 6.98+0.87 d 3.42+0.09d 1489+ 1.6le
E10 184.42+287 g 64.36 £2.38 £ 6.64+0.48d 321+0.06d 1481+1.21e
E11 103.36 +2.65 h 32.82+2.86h 333+0.16e 2.02+0.10f 9.88£1.02f
E12 180.25+2.28 g 6325+258¢g 6.72+042d 3.02+0.02d  1581+15le
E13 183.42+2.78 g 64.69 +1.57 f 6.84+0.37d 3.26+0.03d 1538+1.21e
E14 181.81+231 g 61.19+254 ¢ 6.81+0.33d 3.28+0.02d 1414+1.11e
E15 184.01+2.69¢ 65.95+3.25f 7.00+0.16 d 3.15+0.02d 1415+ 1.17 e
El6 250.32+2.12a 100.65+2.14 a 20.68 +1.59 a 524+0.18 a 3557+1.01a
E17 18295+1.99 ¢ 6247 +158 g 6.99+0.19d 3.04+0.03d 1517 +151e

Total polysaccharides=mg GE g; Flavones and flavonols=mg HE g; Total flavanones and dihydroflavonols
=mg HE g?; Total tannins=mg CE g; Total chlorogenic acid =mg CA g™. Different letter indicates significant
difference between data in the same column (p < 0.05). E1 to E17 are according to Table 1.

(p < 0.05). Regarding total flavanones and dihydroflavonols content, extracts E8
and E16 showed the highest concentration (18.58 + 2.86 and 20.68 + 1.59 mg HE g7,
respectively) (p < 0.05); on the other hand, extracts E6, E7, and E11 showed the lowest
concentration of these phytochemicals (3.55 + 0.12, 3.77 + 0.14 and 3.33 + 0.16 mg HE
g, respectively) (p < 0.05). The content of total tannins was higher in extracts E8 and
E16 (5.02 £ 0.58 and 5.24 + 0.18 mg CE g, respectively) (p < 0.05), while extracts E6,
E7, and E11 presented the lowest concentration of these compounds (2.11 + 0.07, 2.01
+0.20 and 2.02 + 0.10 mg CE g, respectively) (p < 0.05). Finally, extract E16 presented
a higher content of total chlorogenic acid (35.57 + 1.01 mg CA g') (p < 0.05), while
extracts E6, E7 and E11 presented the lowest concentration of that phytochemical
(10.57 £1.14, 9.96 + 1.06 and 9.88 + 1.02 mg CA g, respectively) (p < 0.05).

Other studies have also evaluated the phytochemical profile of some plants from
Sonora, Mexico. In this context, Vidal-Gutiérrez et al. (2020) identified 11 phenolic
compounds (4 phenolic acids, 6 flavonoids and 1 flavan-3-ols) in the extract of Bursera
microphylla, while Estrada-Zufiga et al. (2012) reported the presence of total phenols
in the extract of Ibervillea sonorae. The presence of phenols and total flavonoids in the
extract of Krameria erecta has also been reported (Jiménez-Estrada et al., 2013). Other
studies evaluated different Prosopis species and found the presence of alkaloids,
phenolic compounds, flavonoids, phenolic acids, glycosides, steroids, tannins, and
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triterpertenoids (Sharifi-Rad et al., 2019). In the extract of Leucaena leucocephala, native
to northwestern Mexico and cultivated in Egypt, the presence of terpenes, flavonoids,
coumarins, and sterols was found (Hassan et al., 2014). In addition, the presence of
phytochemical compounds in plants can vary from one species to another (Sharifi-Rad
et al., 2019) due to various factors, one of them being the stress to which the plant is
subjected (Vidal-Gutiérrez et al., 2020).

The results of the antimicrobial activity of the ethanolic extracts against bacteria from
the ATCC collection (Table 3) showed that 14 of the 17 extracts evaluated exhibited
activity against at least one bacterium (p < 0.05), while, three of the extracts assessed
showed no activity (E6, E7 and E11) against any pathogen evaluated. Extract E16
presented the highest antimicrobial activity against S. aureus (18.50 £ 0.70 mm) (p <
0.05) and, on the contrary, E12 and E13 presented the lowest activity (4.00 + 1.41 mm
and 4.50 + 0.70 mm, respectively) (p < 0.05). On the other hand, extract E8 presented
the highest inhibition against L. monocytogenes (16.50 + 2.12 mm) (p < 0.05), while E12
presented the lowest antimicrobial activity (3.50 + 0.70 mm) (p < 0.05). The E4 extract
showed the highest antimicrobial activity against E. coli (14.50 + 2.12 mm) (p < 0.05);
conversely, E12 and E13 showed the lowest activity (3.50 + 0.70 mm and 3.50 + 0.70 mm)

Table 3. Antimicrobial activity of ethanolic extracts obtained from plant species analyzed, against
pathogenic bacteria from the ATCC collection.

Gram (+) Gram (-)
L Salmonella
Extracts Staphylococcus Listeria Escherichia coli enterica serovar
aureus monocytogenes Thvphi .
yphimurium
E1 7.00+141e 11.50 £ 2.12 df 11.00+1.41d 7.00+1.41c
E2 550+£0.70 g 8.00+141¢g 6.50+£2.12 f n.p.
E3 10.50+2.12d 10.50 +0.70 £ 12.50 + 0.70 be 7.50+0.70 bc
E4 1250+2.12 ¢ 13.50+2.12 ¢ 1450+2.12a 8.00+141b
E5 13.00+2.82 ¢ 12.50 £ 0.70 cd 11.50 £2.12 cd 12.00+1.41a
E6 n.p. n.p. n.p. n.p.
E7 n.p. n.p. n.p. n.p.
E8 14.00+1.41b 16.50+2.12 a 13.00+1.41Db 13.00+1.41a
E9 6.50+0.70 f 5.50+0.70 h 5.50+0.70 f 350+0.70 e
E10 550+0.70 g 800+141g n.p. n.p.
E11 n.p. n.p. n.p. n.p.
E12 400+141h 3.50+£0.70 1 3.50+£0.70h n.p.
E13 4.50+0.70 h 5.50+0.70 h 3.50+0.70 h n.p.
E14 7.00+282e 550+0.70h 40+041g n.p.
E15 750+212e 10.50 +2.12 f 8.50+£0.70 e 13.00+1.4a
El6 18.50+0.70 a 14.00+141Db 10.00+1.4d 550+0.70d
E17 6.50+0.70 f 750+0.70 g 4.50+0.70 fg n.p.

*Data expressed in mm of inhibition halos. Concentration of extracts = 50 mg mL"; n.p.: no activity.
Different letter indicates significant difference between data in the same column (p < 0.05).
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(p £ 0.05), and the E10 extract showed no activity. Likewise, extracts E5, E8, and E15
showed higher antimicrobial activity against Salmonella enterica serovar Typhimurium
(12.00 + 1.41 mm, 13.00 + 1.41 mm and 13.00 + 1.41 mm, respectively) (p < 0. 05); in
contrast, E9 showed the lowest activity (3.50 + 0.70 mm) (p < 0.05) and extracts E2, E10,
E12, E13, E14, and E17 showed no antimicrobial activity against this pathogen.

Few studies have demonstrated the antimicrobial potential of plants from Sonora,
Mexico. In this regard, Moreno-Salazar et al. (2008) evaluated the antimicrobial effect of
30native plants from northwestern Mexico against E. coli, Shigella flexneri, and Salmonella
enterica serovar Typhimurium, and reported that Lysiloma watsonii and Acacia constricta
presented antimicrobial activity against the 3 pathogens tested, which coincides
with the findings of this study. However, the authors reported that Pithecellobium
dulce was able to inhibit the growth of E. coli, Shigella flexneri, and Salmonella enterica
Typhimurium, which differs with the results found in this study, since Pithecellobium
dulce did not present antimicrobial activity against any of the pathogens evaluated.
In addition, the authors found that Baccharis glutinosa and Coursetia glandulosa did
not show antimicrobial activity against any of the pathogens tested, whereas in this
study antimicrobial activity was found against E. coli. These contradictory results may
be due to the type of solvent used to obtain the phytochemical compounds from the
plants, since methanol and ethanol are solvents that have different polarity, which
allows the extraction of different types of phytochemical compounds from the plants.
On the other hand, Ruiz-Bustos et al. (2009) evaluated the antimicrobial potential of 6
methanolic extracts of plants from northwestern Mexico, and reported that Ibervillea
sonorae did not show antimicrobial activity against E. coli and S. aureus, which differs
from what was found in this study, since Ibervillea sonorae did show antimicrobial
activity against these two pathogens. This could be due to the type of solvent used
(methanol), the storage time (10 days) or the period of exposure to light of the plant
material mixed with the solvent during storage. In the study, it was mentioned that
the extracts were stored in amber colored bottles after they were obtained and not
during storage prior to obtaining them, which could have affected their bioactivity.
Likewise, it has been reported that the methanolic extract of Ambrosia ambrosioides
presented antimicrobial activity against Mycobacterium tuberculosis (Robles-Zepeda et
al., 2013), and that the methanolic extract of Ibervillea sonorae was efficient in inhibiting
the growth of Helicobacter pylori (Robles-Zepeda et al., 2011), which demonstrates the
antimicrobial potential of plants from Sonora, Mexico, to eliminate Gram (+) and Gram
(-) bacteria. Their activity is related to the interaction of antimicrobial compounds with
the outer peptidoglycan layer of the cell wall of Gram (+) bacteria and with the outer
lipopolysaccharide layer of Gram (-) bacteria.

Plant-derived phytochemicals exhibiting antimicrobial activity can be classified into
several groups according to their chemical structure, the main compounds being
alkaloids, terpenoids, sulfur compounds, and polyphenols (Radulovic et al., 2013;
Khameneh et al., 2019). Alkaloids are heterocyclic nitrogenous compounds containing
extremely variable chemical structures and their antibacterial activity has been
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demonstrated in some studies, where it has been observed that reserpine, piperine,
tomatidine, berberine, among others, can inhibit the efflux pump and ATP synthase,
or atrophy the cell membrane of bacteria, causing them to die (Khameneh et al., 2019).
On the other hand, organosulfur compounds are molecules that contain sulfur, among
which are lycine, ajoene, berteroin, among others. This group of molecules can inhibit
the synthesis of ATP synthase, destroy the membrane of bacteria, and inhibit the
synthesis of DNA and microbial proteins. Phenolic compounds are molecules having
one or more unsaturated rings with one or more hydroxyl groups, which constitute
a ubiquitous group of secondary metabolites found in some species of the plant
kingdom. Phenolic compounds include phenolic acids, flavonoids and tannins, which
can inhibit bacterial efflux pump and DNA gyrase, while terpenes are a very broad
group of aromatic compounds derived from isopropene, Terpenes include molecules
such as farnesol, neronidol, carvacol, menthol, among others, and these molecules can
cause cell membrane atrophy and bacterial death (Radulovic et al., 2013; Khameneh et
al., 2019).

In this study, the extracts from Sonora plants showed the presence of antimicrobial
compounds such as flavones, flavonols, flavanones, dihydroflavonols, and tannins;
however, the variability in the results of the antimicrobial activity found could be due
to the presence and concentration of other phytochemical compounds not evaluated,
such as sulfur compounds, terpenoids or alkaloids.

On the other hand, the MIC was evaluated in the 14 extracts that showed antimicrobial
activity (Table 4). The results showed that dilutions of the extracts with concentrations

Table 4. Minimum inhibitory concentration of ethanolic extracts obtained from the plant
species analyzed, against pathogenic bacteria from the ATCC collection.

Gram (+) Gram (-)
E Staphylococcus L.isteria Escherichia  Salmonella enterica serovar
xtract . . .
aureus monocytogenes coli Typhimurium
El 50 35 30 50
E2 50 45 50 n.p.
E3 30 30 30 50
E4 35 30 25 50
E5 30 40 45 40
E8 30 15 35 30
E9 50 50 50 50
E10 50 50 n.p. n.p.
E12 50 50 50 n.p.
E13 50 50 50 n.p.
E14 50 50 50 n.p.
E15 50 35 45 30
El6 15 25 30 50
E17 50 50 50 n.p.

*Concentrations of the extracts expressed in mg mL™. n.p.: no inhibitory activity.
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between 5 and 10 mg mL" did not show activity against any pathogen evaluated.
However, S. aureus was most susceptible to extract E16 (15 mg mL"), followed by
extracts E3, E5, and E8 (30 mg mL"), whereas, L. monocytogenes was most susceptible
to E8 (15 mg mL™"), followed by E16 (25 mg mL™), E3, and E4 (30 mg mL™). Likewise, E.
coli showed to be most susceptible to extract E4 (25 mg mL"), followed by extracts E1,
E3, and E16 (30 mg mL™"). Finally, Salmonella enterica serovar Typhimurium was most
susceptible to extracts E8 and E15 (30 mg mL™), followed by extract E5 (40 mg mL™).
In a study conducted by Elisha et al. (2017), different concentrations of plant extracts
were evaluated against E. coli and Salmonella enterica serovar Typhimurium, where
it was reported that Hypericum roeperianum extract presented higher antimicrobial
activity when used at a concentration of 0.13 mg mL" against E. coli and 0.26 mg
mL? against Salmonella enterica serovar Typhimurium. Furthermore, Heteromorpha
arborescens extract showed its highest antimicrobial activity at a concentration of
0.18 and 0.31 mg mL" against those two pathogens, respectively. Similarly, Ramli
et al. (2017) reported that E. coli and Salmonella enterica serovar Typhimurium were
susceptible to Syzygium polyanthum extract when exposed to a concentration of 1.25
mg mL", while S. aureus and L. monocytogenes presented higher susceptibility when
the concentration of the extract was adjusted to 0.63 mg mL™".

The variability of the concentration at which the highest antimicrobial activity of the
plant extracts occurs could be due to the types of biomolecules present, as well as their
quantity. To date, it has been reported that not all chemical compounds that are part
of the flavonoid group can act with the same intensity against Gram (+) and Gram
(-) bacteria, so their antimicrobial action could depend on the amount and type of
flavonoids present in the extracts (Echeverria et al., 2017).

CONCLUSIONS

The ethanolic extract of Prosopis velutina was the most efficient in eliminating Gram
(+) bacteria Listeria monocytogenes ATCC 19115 and Staphylococcus aureus ATCC
25923, and Gram (-) bacteria Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028. However, extracts of Ibervillea sonorae Populus
alba, Ambrosia ambrosioides, Krameria sonorae, and Leucaena leucocephala also showed
significant antimicrobial activity against the same pathogens. In addition, these extracts
presented the highest concentration of the phytochemical flavones and flavonols, total
flavanones and dihydroflavonols, total tannins, and total chlorogenic acid. Therefore,
extracts from native plants of Sonora, Mexico, can be considered as an alternative and
natural treatment to control infections caused by Gram (+) and Gram (-) bacteria that
affect animal production in the livestock industry.
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RESUMEN
Las infecciones causadas por bacterias patdgenas son un problema recurrente en el sector pe-
cuario, llegando a generar pérdidas econémicas importantes en la industria ganadera. Una de
las principales estrategias incluye la terapia con antibiéticos, sin embargo, su uso esta limitado
debido a que las bacterias patégenas presentan resistencia a estos farmacos, lo cual dificulta el
tratamiento contra las infecciones microbianas. Por lo anterior, la hipotesis planteada fue que
los extractos etanolicos de las plantas nativas del estado de Sonora, México, son capaces de in-
hibir el crecimiento de bacterias patogenas Gram (+) y Gram (-) relacionadas con las infecciones
comunes en la industria pecuaria. El objetivo fue evaluar el perfil fitoquimico y antimicrobiano
de las plantas nativas del estado de Sonora, México. En este estudio, se obtuvieron 17 extractos
etandlicos de plantas nativas de Sonora, y se evalu¢ la actividad antimicrobiana por el método
de difusion en agar y por la técnica de la microdilucién utilizando bacterias de referencia de
la coleccién ATCC. El perfil fitoquimico fue evaluado por espectrofotometria y el disefio expe-
rimental utilizado fue un disefio completamente al azar con 3 repeticiones por tratamiento al
95 % de confiabilidad. Los resultados mostraron que los extractos de Prosopis velutina, Ibervi-
llea sonorae, Populus alba, Ambrosia ambrosioides, Krameria sonorae, y Leucaena leucocephala fueron
eficaces para eliminar a Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 (p < 0.05).
Ademas, estos extractos presentaron la mayor concentracion de polisacaridos totales, flavonas
y flavonoles, flavanonas y dihidroflavonoles, taninos y acido clorogénico total (p < 0.05). Por
lo anterior, los extractos de las plantas de Sonora, México, representan una alternativa natural

para el control de patégenos Gram (+) y Gram (-) de importancia para la industria pecuaria.

Palabras clave: Prosopis velutina, Ibervillea sonorae, Populus alba, antimicrobiano, extractos de

plantas, ganaderia.
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INTRODUCCION
En los tltimos afios se ha incrementado el interés por evaluar el potencial antimicro-
biano de las plantas para ser utilizado como alternativa natural en el tratamiento de
enfermedades humanas o conservador en la industria alimentaria. Sin embargo, son
pocos los estudios que se enfocan en la utilizacion de los extractos de plantas para
tratar enfermedades en los animales domésticos destinados a la produccion pecuaria.
En este contexto, Kama-Kama et al. (2016) reportaron la actividad antimicrobiana de
los extractos de Solanum aculeastrum, Albizia coriaria, Ekebergia capensis, Piliostigma thon-
ningii y Euclea divinorum contra cepas de Mycoplasma causantes de enfermedades del
ganado africano. Ademas, en otro estudio se demostrd que el acetato de etilo extraido
de la planta Terminalia chebula presentd actividad antimicrobiana contra los patdge-
nos Staphylococcus aureus, Bacillus megaterium, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
causantes de la mastitis bovina (Kher ef al., 2019). Asimismo, Ndhlovu et al. (2017)
reportaron que los extractos de Pterocarpus angolensis, Cissus quadrangularis y Catuna-
regam spinosa fueron eficientes para inhibir el crecimiento de Dermatophilus congolensis,
causante de enfermedades dermatoldgicas en bovinos, mientras que los extractos de
Caryocar brasiliense y Schinopsis brasiliensis mostraron actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, causantes de enfermedades gastrointestinales
en el ganado bovino productor de carne (de O Ribeiro et al., 2018).
Aunque, la evidencia indica que los extractos vegetales tienen potencial para contro-
lar patdgenos causantes de infecciones en la industria pecuaria, no todas las plantas
poseen esta cualidad (Romulo et al., 2018), ya que los compuestos fitoquimicos bioac-
tivos, tales como los alcaloides, compuestos fendlicos, terpenos y esteroides, pueden
variar de una planta a otra (Aminah et al., 2021; Vaou et al., 2021). Por ello, la busqueda
de nuevas alternativas naturales para este fin atin se encuentra en una etapa prematu-
ra debido a la gran biodiversidad de plantas existentes a nivel mundial, lo que pone en
evidencia la necesidad de continuar con las investigaciones al respecto.
En México, se estima que existen alrededor de 26 000 especies de plantas, de las cuales
se utilizan alrededor de 4000 especies para tratar enfermedades en el humano de ma-
nera tradicional (Ruiz-Bustos et al., 2009; Robles-Zepeda et al., 2011). Particularmente,
se ha reportado que algunas plantas nativas del estado de Sonora, México, muestran
potencial antimicrobiano contra Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis, Escheri-
chia coli, Shigella flexneriy Salmonella spp. (Ruiz-Bustos et al., 2009; Robles-Zepeda et al.,
2013; Sosa-Castaneda et al., 2022), y alrededor de 400 plantas de Sonora son utilizadas
por los grupos nativos locales para tratar enfermedades (Moreno-Salazar ef al., 2008;
Morales-Figueroa ef al., 2022). Sin embargo, los efectos bioldgicos de una gran canti-
dad de estas plantas atin carecen de sustento cientifico. Por lo anterior, resulta de gran
importancia evaluar el perfil fitoquimico y la eficacia de las plantas nativas de Sonora,
México, para eliminar a las bacterias patdgenas causantes de infecciones recurrentes
en los animales destinados al consumo humano en la industria pecuaria.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los extractos etanolicos

Los extractos fueron obtenidos de 17 plantas nativas de Sonora, México (Cuadro 1),
las cuales pertenecen al Jardin Botanico del Departamento de Agricultura y Ganaderia
(DAG) de la Universidad de Sonora (UNISON). Cada planta fue deshidratada a 34 °C
en una estufa de aire caliente (Thelco, Precision Science, modelo 28, EUA). El material
vegetal deshidratado fue pulverizado en un molino (Pulvex Mini 100, México) hasta
obtener un tamano de particula de 100 micras. Posteriormente, se mezclaron 100 g del
material vegetal pulverizado con 100 mL de etanol al 99 % de pureza (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) en un frasco de vidrio y se almaceno por 5 dias en ausencia de luz
a 25 °C (Khan et al., 2017). Finalmente, los extractos fueron filtrados con papel filtro
Whatmana no. 41 y el material vegetal fue deshidratado nuevamente. La diferencia
de peso del material vegetal antes y después de su almacenamiento fue considera-
do como la cantidad de compuestos solubles extraidos de las plantas. Los extractos
etandlicos se ajustaron a 50 mg mL"! y se almacenaron en obscuridad a 4 °C hasta su
utilizacion.

Cuadro 1. Identificacion y partes de las especies de plantas utilizadas en los extractos etandlicos.

Clave Nombre Familia Nombre Parte
comun Cientifico de la planta
El Alamo Salicaceae Populus alba Hojas
E2 Batamote Asteraceae Baccharis glutinosa Tallos
E3 Chicura Asteraceae Ambrosia ambrosioides Tallos
E4 Cosahui Krameriaceae Krameria sonorae Raiz
E5 Guaje Fabaceae Leucaena leucocephala Hojas
E6 Guamuchil Fabaceae Pithecellobium dulce Corteza
E7 Jojoba Simmondsiaceae Simmondsia chinensis Hojas
E8 Mezquite Fabaceae Prosopis velutina Hojas
E9 Palo verde Fabaceae Parkinsonia microphylla Tallos y hojas
E10  Palo verde azul Fabaceae Cercidium floridum Tallos y hojas
El11 Rama blanca Asteraceae Encelia farinosa Hojas
E12 Sangregado Euphorbiaceae Jatropha cardiophylla Tallos
E13 Tepehuaje Fabaceae Lysiloma watsonii Hojas
E14 Torote Burseraceae Bursera microphylla Hojas
E15 Vinorama Fabaceae Acacia constricta Hojas
El6 Wereke Cucurbitaceae Ibervillea sonorae Tubérculo
E17 Zamota Fabaceae Coursetia glandulosa Tallos

* Plantas colectadas en el Jardin Botanico del DAG-UNISON.

Perfil fitoquimico de los extractos etandlicos
El contenido de polisacaridos totales se determind de acuerdo a DuBois et al. (1956),
los datos fueron expresados como mg de equivalente de glucosa por gramo de extracto
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(mg EG g"). El contenido de flavonas y flavonoles, asi como el contenido de flavano-
nas y dihidroflavonoles totales se determiné usando la metodologia reportada por Po-
pova et al. (2004), los datos fueron expresados como mg de equivalente de hesperetina
por gramo de extracto (mg EH g). El contenido de taninos totales se determino6 de
acuerdo a Price y Butler (1977), los resultados fueron expresados en mg de equivalen-
te de catequina por gramo de extracto (mg EC g*). Finalmente, el contenido de acido
clorogénico se determind por la metodologia sugerida por Griffiths et al. (1992) y los
resultados se expresaron como mg de acido clorogénico por gramo de extracto (mg
AC g"). En todas las determinaciones de los perfiles fitoquimicos de los extractos se
utilizaron curvas de calibracion y las absorbancias fueron leidas en un espectrofotd-
metro (Spectro Max MD, EUA).

Actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos

Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 y Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 fueron obtenidas
del cepario del Laboratorio de Microbiologia del Departamento de Ciencias Quimico
Bioldgicas de la UNISON. Todas las cepas fueron reactivadas en el medio de cultivo
caldo BHI (infusién cerebro-corazén, BD Difco, Sparks, MD, EUA). Posteriormente, se
prepararon 2 placas con agar BHI (infusién cerebro-corazén, BD Difco, Sparks, MD,
EUA) para cada una de las cepas. Se colocaron 4 discos estériles de papel filtro What-
mand no. 41 de 6 mm de didmetro en cada placa y se anadieron 20 pL de cada extracto
etanolico a cada disco. Finalmente, las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 h. Los
halos mayores a 3 mm se consideraron como inhibicién de acuerdo a los criterios uti-
lizados por Heredia-Castro et al. (2015).

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de cada uno de los extractos fue deter-
minada por la técnica de la microdilucion. Las bacterias de la coleccion ATCC fueron
propagadas en el medio de cultivo caldo BHI (infusiéon cerebro-corazén, BD Difco,
Sparks, MD, EUA). Se utilizé una solucion Stock de 50 mg mL™ de cada extracto eta-
nolico y se obtuvieron 10 diluciones con concentraciones en un rango de 5 mg mL"
a 50 mg mL" para cada uno de los extractos. Se definié como CMI a la concentracion
minima de extracto en la cual el patégeno no presento crecimiento visible (Mahfuzul
et al., 2007).

Analisis estadistico
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar de una via al 95 % de con-
fianza con 3 repeticiones por tratamiento. La prueba de comparacion de medias se
realizo por Tukey-Kramer a un nivel de significancia del 0.05 utilizando el software
estadistico NCSS version 11.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad antimicrobiana de los compuestos fitoquimicos derivados de los extrac-
tos de las plantas ha llamado fuertemente la atencion en la comunidad cientifica, por
ello, se continua con la busqueda de nuevas plantas con potencial biologico para con-
trolar microrganismos patdgenos. Los resultados del perfil fitoquimico de los extrac-
tos etanolicos derivado de las plantas de Sonora, México (Cuadro 2) mostraron que el
extracto E16 present6 la mayor concentracion de polisacaridos totales (250.32 + 2.12
mg EG g') (p < 0.05), mientras que, los extractos E6, E7 y E11 mostraron la menor
concentracion (100.51 + 1.25, 102.71 + 1.49 y 103.36 + 2.65 mg EG g, respectivamente)
(r £0.05).

El extracto E16 presenté un mayor contenido de flavonas y flavonoles (100.65 + 2.14
mg EH g*) (p < 0.05), por el contrario, los extractos E6, E7 y E11 mostraron la menor
concentracion de estos compuestos (34.62 +1.20, 32.14 £ 2.12 y 32.82 + 2.86 mg EH g*!,
respectivamente) (p < 0.05). En cuanto al contenido de flavanonas y dihidroflavonoles
totales, los extractos E8 y E16 mostraron la mayor concentracion (18.58 +2.86 y 20.68 +
1.59 mg EH g7, respectivamente) (p < 0.05), en contra parte, los extractos E6, E7 y E11
mostraron la menor concentracion de estos fitoquimicos (3.55 +0.12, 3.77 + 0.14 y 3.33
+0.16 mg EH g7, respectivamente) (p <0.05). El contenido de taninos totales fue mayor
en los extractos E8 y E16 (5.02 £ 0.58 y 5.24 + 0.18 mg EC g, respectivamente) (p < 0.05),

Cuadro 2. Perfil fitoquimico de los extractos etandlicos derivados de las especies de plantas analizadas.

Polisacarid Flavonas y Flavanonas y Tani Acido
Clave olisacaridos flavonoles dihidroflavonoles anmos clorogénico
totales totales
totales totales total
E1 200.32+2.12 ¢ 75.87 +2.27 e 10.57 +1.87 ¢ 3.05+0.21d 25.33+1.25d
E2 185.65 +1.33 f 62.33+1.68¢g 712+1.01d 3.33+0.14d 15.85+1.04 ¢
E3 210.32+2.12d 80.14+1.25d 12.25+1.65¢ 4.89+0.69 b 27.57 +1.65 ¢
E4 230.32+2.12 ¢ 86.54 +3.23 ¢ 15.89+1.25b 458+0.74bc  29.33+1.14 bc
E5 230.32+2.12 ¢ 88.62+2.11c 15.25+1.14b 432+021c 28.36 +2.25 bc
E6 10051 +1.25h 34.62+1.20h 355+0.12¢ 2.11+0.07 f 1057 +1.14 f
E7 102.71+1.49h 32.14+2.12h 3.77+0.14 e 2.01+0.20f 9.96 +1.06 f
E8 240.32+2.12b 92.32+2.33Db 18.58 +2.86 a 5.02+0.58 a 30.59+1.23b
E9 18236 £298 g 65.96 +2.35 f 6.98 +0.87 d 3.42+0.09d 14.89+1.61e
E10 18442 +287 g 64.36 +2.38 f 6.64+0.48 d 3.21+0.06 d 14.81+1.21e
E11 103.36 £2.65 h 32.82+2.86h 3.33+0.16 ¢ 2.02+0.10 f 9.88+1.02 f
E12 180.25+2.28 g 63.25+258¢g 6.72+0.42d 3.02+0.02d 15.81+1.51e
E13 183.42+2.78 g 64.69 +1.57 f 6.84+0.37 d 3.26+0.03d 1538 +1.21e
E14 181.81+231g 61.19+254 ¢ 6.81+0.33d 3.28+0.02d 1414 +1.11e
E15 184.01£2.69 g 65.95+3.25f 7.00+0.16 d 3.15+0.02d 14.15+1.17 e
El6 250.32+2.12 a 100.65+2.14 a 20.68 +1.59 a 5.24+0.18 a 3557 +1.01a
E17 182.95+1.99 g 6247 +158¢g 6.99+0.19d 3.04+0.03d 15.17+1.51 e

Polisacaridos totales = mg EG g; Flavonas y flavonoles = mg EH g; Flavanonas y dihidroflavonoles totales
=mg EH g*; Taninos totales = mg EC g; Acido clorogénico total = mg AC g. Diferente letra indica diferen-
cia significativa entre los datos de la misma columna (p < 0.05). E1 a E17 son de cuerdo al Cuadro 1.
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mientras que los extractos E6, E7 y E11 presentaron la menor concentracion de estos
compuestos (2.11 £ 0.07, 2.01 +0.20 y 2.02 + 0.10 mg EC g, respectivamente) (p < 0.05).
Finalmente, el extracto E16 presentd un mayor contenido de acido clorogénico total
(35.57 +1.01 mg AC g™) (p < 0.05), mientras que los extractos E6, E7 y E11 presentaron
la menor concentracién de ese fitoquimico (10.57 +1.14, 9.96 + 1.06 y 9.88 + 1.02 mg AC
g, respectivamente) (p < 0.05).

En otros estudios también se ha evaluado el perfil fitoquimico de algunas plantas de
Sonora, México. En este contexto, Vidal-Gutiérrez et al. (2020) identificaron 11 com-
puestos fendlicos (4 acidos fendlicos, 6 flavonoides y 1 flavan-3-oles) en el extracto de
Bursera microphylla, mientras que Estrada-Zuniga et al. (2012) reportaron la presencia
de fenoles totales en el extracto de Ibervillea sonorae. Asimismo, se ha reportado la
presencia de fenoles y flavonoides totales en el extracto de Krameria erecta (Jiménez-
Estrada et al., 2013). En otros estudios se evaluaron diferentes especies de Prosopis y se
encontrd la presencia de alcaloides, compuestos fenolicos, flavonoides, acidos fendli-
cos, glucdsidos, esteroides, taninos y triterpertenoides (Sharifi-Rad ef al., 2019). En el
extracto de Leucaena leucocephala, nativa del noroeste de México y cultivada en Egipto,
se encontrd la presencia de terpenos, flavonoides, coumarinas y esteroles (Hassan et
al., 2014). Ademas, la presencia de compuestos fitoquimicos en las plantas puede va-
riar de una especie a otra (Sharifi-Rad et al., 2019) debido a diversos factores, siendo
uno de ellos el estrés en el cual se encuentra sometida la planta (Vidal-Gutiérrez et al.,
2020).

Los resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos contra bacte-
rias de la coleccion ATCC (Cuadro 3) mostraron que 14 de los 17 extractos evaluados
mostraron actividad contra al menos una bacteria (p < 0.05), mientras que, tres de los
extractos evaluados no mostraron actividad (E6, E7 y E11) contra ningin patégeno
evaluado. El extracto E16 presentd la mayor actividad antimicrobiana contra S. aureus
(18.50 = 0.70 mm) (p < 0.05) y, por el contrario, E12 y E13 presentaron la actividad mas
baja (4.00 + 1.41 mm y 4.50 = 0.70 mm, respectivamente) (p < 0.05). Por otro lado, el
extracto E8 presento la mayor inhibicion contra L. monocytogenes (16.50 £2.12 mm) (p <
0.05), mientras que E12 presentd la actividad antimicrobiana mas baja (3.50 + 0.70 mm)
(p < 0.05). El extracto E4 presenté una mayor actividad antimicrobiana contra E. coli
(14.50 = 2.12 mm) (p < 0.05), en contra parte, E12 y E13 presentaron la actividad mas
baja (3.50 + 0.70 mm y 3.50 + 0.70 mm) (p < 0.05) y el extracto E10 no mostro actividad.
Asimismo, los extractos E5, E8 y E15 mostraron mayor actividad antimicrobiana con-
tra Salmonella enterica serovar Typhimurium (12.00 + 1.41 mm, 13.00 + 1.41 mm y 13.00
+1.41 mm, respectivamente) (p < 0.05), por el contrario, E9 mostr6 la menor actividad
(3.50 £ 0.70 mm) (p < 0.05) y los extractos E2, E10, E12, E13, E14 y E17 no mostraron
actividad antimicrobiana contra este patdgeno.

Pocos estudios han demostrado el potencial antimicrobiano de las plantas de Sonora,
México. En este sentido, Moreno-Salazar et al. (2008) evaluaron el efecto antimicro-
biano de 30 plantas nativas del noroeste de México contra E. coli, Shigella flexneri y
Salmonella enterica serovar Typhimurium, y reportaron que Lysiloma watsonii y Acacia
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Cuadro 3. Actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos obtenidos de las especies de plantas

analizadas, contra bacterias patdgenas de la coleccion ATCC.

Gram (+) Gram (-)
E Staphylococcus Listeria Escherichia Sa?monella
xtractos qureus monocytogenes coli enterica serovar
Thyphimurium

E1l 700+1.41e 11.50 +2.12 df 11.00+1.41d 700+1.41c
E2 550070 g 8.00+£14lg 6.50+2.12f n.p.
E3 10.50+2.12d 10.50 +0.70 f 12.50 £ 0.70 be 7.50 +0.70 be
E4 1250+2.12 ¢ 13.50+2.12 ¢ 1450+2.12 a 8.00+1.41b
E5 13.00 +2.82 ¢ 12.50 +0.70 cd 11.50 +2.12 cd 12.00+1.41a
E6 n.p. n.p. n.p. n.p.
E7 n.p. n.p. n.p. n.p.
E8 14.00+1.41Db 1650 +2.12 a 13.00+1.41b 13.00+1.41a
E9 6.50 +0.70 f 5.50+0.70 h 5.50+0.70 f 3.50+0.70 e
E10 550070 g 8.00+x14lg n.p. n.p.
E11 n.p. n.p. n.p. n.p.
E12 4.00+1.41h 3.50+0.70 1 3.50+0.70 h n.p.
E13 450+0.70 h 5.50+0.70 h 3.50+0.70 h n.p.
E14 7.00+282¢ 5.50+0.70 h 40+041¢g n.p.
E15 750+212e 1050 +2.12 f 8.50+0.70 e 13.00+1.4a
El6 18.50 +0.70 a 14.00+1.41b 10.00+1.4d 5.50+0.70 d
E17 6.50 +0.70 f 750+0.70 g 4.50+0.70 fg n.p.

*Datos expresados en mm de halos de inhibicién. Concentracién de los extractos =50 mg mL"; n.p.: no
presento actividad. Diferente letra indica diferencia significativa entre los datos de la misma columna

(p <0.05).

constricta presentaron actividad antimicrobiana contra los 3 patégenos probados, lo
cual coincide con lo encontrado en este estudio. Sin embargo, los autores reportaron
que Pithecellobium dulce fue capaz de inhibir el crecimiento de E. coli, Shigella flexneri
y Salmonella enterica Typhimurium, lo cual difiere con los resultados encontrado en
este estudio, ya que Pithecellobium dulce no presento actividad antimicrobiana contra
ninguno de los patégenos evaluados. Ademas, los autores encontraron que Baccharis
glutinosa y Coursetia glandulosa no presentaron actividad antimicrobiana contra ningu-
no de los patogeno probados, mientras que, en este estudio si se encontro actividad
antimicrobiana contra E. coli. Estos resultados contradictorios se pueden deber al tipo
de solvente utilizado para obtener los compuestos fitoquimicos de las plantas, ya que
el metanol y el etanol son solventes que presentan diferente polaridad, lo permite la
extraccion de diferentes tipos de compuestos fitoquimicos de las plantas.

Por otro lado, Ruiz-Bustos et al. (2009) evaluaron el potencial antimicrobiano de 6
extractos metanolicos de plantas del noroeste de México, y reportaron que Ibervillea
sonorae no mostrd actividad antimicrobiana contra E. coli y S. aureus, lo cual difiere
con lo encontrado en este estudio, ya que Ibervillea sonorae si presentd actividad anti-
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microbiana contra esos dos patdgenos. Lo anterior se pudo deber al tipo de solvente
utilizado (metanol), al tiempo de almacenamiento (10 dias) o al periodo de exposicién
a la luz del material vegetal mezclado con el solvente durante su almacenamiento, ya
que en ese estudio se menciana que los extractos fueron almacenados en frascos de
color ambar después de ser obtenidos y no durante el almacenamiento previo a su
obtencion, lo cual podria haber afectado su bioactividad. Asi mismo, se ha reportado
que el extracto metanolico de Ambrosia ambrosioides presentd actividad antimicrobiana
contra Mycobacterium tuberculosis (Robles-Zepeda et al., 2013), y que el extracto meta-
nolico de Ibervillea sonorae fue eficiente para inhibir el crecimiento de Helicobacter pylori
(Robles-Zepeda et al., 2011), lo cual demuestra el potencial antimicrobiano de las plan-
tas de Sonora, México, para eliminar a bacterias Gram (+) y Gram (-). Su actividad esta
relacionada con la interaccion de los compuestos antimicrobianos con la capa externa
de peptidoglicanos de la pared celular de las bacterias Gram (+) y con la capa externa
de lipopolisacaridos de las bacterias Gram (-).

Los fitoquimicos derivados de las plantas que presentan actividad antimicrobiana se
pueden clasificar en varios grupos de acuerdo a su estructura quimica, siendo los prin-
cipales compuestos los alcaloides, terpenoides, los compuestos azufrados y polifeno-
les (Radulovic et al., 2013; Khameneh et al., 2019). Los alcaloides son compuestos nitro-
genados heterociclicos que contienen estructuras quimicas extremadamente variables
y su actividad antibacteriana se ha demostrado en algunos estudios, donde se ha visto
que la reserpina, piperina, tomatidina, berberina, entre otras, pueden inhibir la bomba
de flujo y la ATP sintasa, o atrofiar la membrana celular de las bacterias causandoles la
muerte (Khameneh et al., 2019).

Por otro lado, los compuestos organosulfurados son moléculas que contienen sulfuro,
dentro de los que se encuentran la licina, ajoena, berteroina, entre otros. Este grupo
de moléculas pueden inhibir la sintesis de la ATP sintasa, destruir la membrana de
las bacterias e inhibir la sintesis de ADN y proteinas microbianas. Los compuestos
fenolicos son moléculas que tienen uno o mas anillos insaturados con uno o mas gru-
pos hidroxilo, que constituyen un grupo ubicuo de metabolitos secundarios que se
encuentran en algunas especies del reino vegetal. Los compuestos fenoélicos incluyen a
los acidos fendlicos, flavonoides y taninos, los cuales pueden inhibir la bomba de flujo
de las bacterias y la ADN girasa, mientras que los terpenos son un grupo muy amplio
de compuestos aromaticos derivados del isopropeno, los cuales incluyen moléculas
tales como el farnesol, neronidol, carvacol, mentol, entre otras, y estas moléculas pue-
den causar atrofia de la membrana celular y la muerte de las bacterias (Radulovic et
al., 2013; Khameneh et al., 2019).

En este estudio, los extractos de las plantas de Sonora mostraron la presencia de com-
puestos antimicrobianos tales como flavonas, flavonoles, flavanonas, dihidroflavono-
les y taninos, sin embargo, la variabilidad en los resultados de la actividad antimicro-
biana se podria deber a la presencia y concentracion de otros compuestos fitoquimicos
no evaluados, tales como los compuestos azufrados, terpenoides o alcaloides.

Por otro lado, la CMI se evalud en los 14 exactos que presentaron actividad antimi-
crobiana (Cuadro 4). Los resultados mostraron que las diluciones de los extractos con



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2496
Scientific article

674

Cuadro 4. Concentracion minima inhibitoria de los extractos etandlicos obtenidos a partir
de las especies de plantas analizadas, contra bacterias patdgenas de la coleccion ATCC.

Gram (+) Gram (-)
E Staphylococcus L.isteria Escherichia ~ Salmonella enterica serovar
xtracto . . .
aureus monocytogenes coli Typhimurium
El 50 35 30 50
E2 50 45 50 n.p.
E3 30 30 30 50
E4 35 30 25 50
E5 30 40 45 40
E8 30 15 35 30
E9 50 50 50 50
E10 50 50 n.p. n.p.
E12 50 50 50 n.p.
E13 50 50 50 n.p.
El4 50 50 50 n.p.
E15 50 35 45 30
El6 15 25 30 50
E17 50 50 50 n.p.

*Concentraciones de los extractos expresada en mg mL™. n.p.: no presentd actividad inhi-
bitoria.

concentraciones entre 5 y 10 mg mL" no mostraron actividad contra ningtin patégeno
evaluado. Sin embargo, S. aureus fue mas susceptible al extracto E16 (15 mg mL™"),
seguido de los extractos E3, E5 y E8 (30 mg mL™), mientras que, L. monocytogenes fue
mas susceptible a E8 (15 mg mL"), seguido de E16 (25 mg mL"), E3 y E4 (30 mg mL").
Asi mismo, E. coli mostro ser mas susceptible al extracto E4 (25 mg mL™?), seguido de
los extractos E1, E3 y E16 (30 mg mL™). Finalmente, Salmonella enterica serovar Typhi-
murium fue mas susceptible a los extractos E8 y E15 (30 mg mL™") seguido del extracto
E5 (40 mg mL™).

En un estudio llevado a cabo por Elisha et al. (2017) se evaluaron diferentes concentra-
ciones de extractos de plantas contra E. coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium,
donde se reportd que el extracto de Hypericum roeperianum presentd mayor actividad
antimicrobiana cuando se utilizé a una concentracion de 0.13 mg mL™ contra E. coli y
0.26 mg mL" contra Salmonella enterica serovar Typhimurium. Ademas, el extracto de
Heteromorpha arborescens mostrd su mayor actividad antimicrobiana a una concentra-
cion de 0.18 y 0.31 mg mL" contra esos dos patogenos, respectivamente. Asimismo,
Ramli et al. (2017) reportaron que E. coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium
fueron susceptibles al extracto de Syzygium polyanthum cuando fueron expuestos a una
concentracion de 1.25 mg mL", mientras que S. aureus y L. monocytogenes presentaron
una mayor susceptibilidad cuando la concentracion del extracto fue ajustada a 0.63
mg mL™.
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La variabilidad de la concentracién en la cual se presenta la mayor actividad antimi-
crobiana de los extractos de las plantas se podria deber a los tipos de biomoléculas
presentes, asi como su cantidad. A la fecha, se ha reportado que no todos los com-
puestos quimicos que forman parte del grupo de los flavonoides pueden actuar con
la misma intensidad contra las bacterias Gram (+) y Gram (-), por lo cual su accién
antimicrobiana podria depender de la cantidad y del tipo de flavonoides presentes en
los extractos (Echeverria et al., 2017).

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Prosopis velutina fue el mas eficiente para eliminar las bacterias
Gram (+) Listeria monocytogenes ATCC 19115 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, y
las bacterias Gram (-) Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica serovar Typhi-
murium ATCC 14028. Sin embargo, los extractos de Ibervillea sonorae Populus alba,
Ambrosia ambrosioides, Krameria sonorae, y Leucaena leucocephala también presentaron
actividad antimicrobiana significativa contra los mismos patdgenos. Ademas, estos
extractos presentaron la mayor concentracion de los fitoquimicos flavonas y flavono-
les, flavanonas y dihidroflavonoles totales, taninos totales y acido clorogénico total.
Por lo anterior, los extractos de las plantas nativas de Sonora, México, pueden ser
consideradas como un tratamiento alternativo y natural para controlar las infecciones
causadas por bacterias Gram (+) y Gram (-) que afectan a la producciéon animal de la
industria pecuaria.
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ABSTRACT
The mite Varroa destructor is one of the greatest threats to the apiculture sector worldwide.
Generation of knowledge on its behavior and of the factors that favor its development under
different environmental conditions, as well as the level of influence of these factors, is essential
to the development of strategies for integral management of the mite. With the objective of
analyzing the interaction between the variables of Apis mellifera colony strength and the
percentage of V. destructor infestation, a group of 40 beehives were monitored during two
flowering seasons, spring and summer-fall, in San Luis Potosi, Mexico. The variables were
analyzed using the Pearson correlation analysis as well as an analysis of variance with repeated
measures in time (p < 0.05). The level of V. destructor infestation was significantly related to the
quantity of honey (+0.58) and pollen (+0.62) reserves and negatively correlated with hygienic
behavior (-0.65). The percentage of V. destructor infestation in spring was not significantly
different from that in summer-fall, while the quantity of food (honey and pollen) reserves in
spring were statistically superior as of the second half of the season. Hygienic behavior had
statistical differences only at the beginning of the flowering seasons; it was superior in summer-

fall. However, this difference was not maintained over time.

Keywords: level of infestation, hygienic behavior, flowering season.

INTRODUCTION
In Mexico, apiculture is one of the animal production activities that generates the
most foreign currency for the country, reaching 65 million dollars in 2020 (SIAP,
2020). This activity benefits the rural sector, especially in marginalized areas where
livestock production is not extensive (Medina-Flores ef al., 2014). San Luis Potosi is in
a privileged position in Mexico where three different apicultural regions converge.
This endows the region with great potential to produce honeys from different flowers.
However, like the rest of the country and other regions of the world, bees face
numerous challenges, among them is the presence of the ectoparasite V. destructor,



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2534
Scientific article

679

considered by many researchers to be one of the most significant sanitary problems
for Apis mellifera colonies worldwide (McMenamin & Genersch, 2015). At the national
level, its frequency is more than 80%, and an annual loss of more than 33% of the
bee colonies on the central high plateau and in the northern regions of the country
is associated with the presence of the mite (Medina-Flores et al., 2018). Its impact on
management and profitability of apiculture is due to the major alterations that it causes
in bee behavior, malformations, reduction in life expectancy and in honey production.
However, the most catastrophic effect of the mite is its function as a biological vector
of different RNA viruses and as a suppressor of bee immune response (Beaurepaire
et al., 2020).

Growth of the population of V. destructor depends on the balance between the rate
of reproduction and the rate of mortality of the individuals inside the beehive at a
given moment. However, they are affected by A. mellifera’s different mechanisms of
resistance and tolerance, such as reduction in population growth, reduction of the
post-capping period, and low fertility, fecundity and reproductive success of the
founding females, grooming, hygienic behavior, cell size, self-medication, social
apoptosis, attractiveness, and low susceptibility of the swarm play an important role
in regulating the mite population (Strauss et al., 2015).

Hygienic behavior is the ability of the workers to detect sick or parasitized larvae,
discriminate between normal and abnormal larvae, and remove the cap and the sick
larvae or the parasite. Even when this removal does not guarantee death of the mite,
it can interrupt its reproductive cycle and decrease female fertility (Mondet et al.,
2020). Also, environmental conditions such as variations in temperature and relative
humidity, beekeeper management practices, availability of pollen and flow of nectar,
long brooding periods, and number of drone larvae can induce a drastic increase in
the size of the mite population (Le Conte & Navajas, 2008).

To design strategies that tend to control and reduce the occurrence of this parasitosis
in A. mellifera populations, it is necessary to quantify it, identify the factors associated
with colony strength, apiary management and the different environments in which
apiculture is practiced that contribute to the presence and development of V. destructor.
The strength of a colony is understood to be the result of the interaction among the
demography of the colony, energy sources, and the temporal and spatial pattern of
availability of environmental resources in the landscape (EFSA-AHAW Panel, 2016).
Therefore, the objective of this study was to analyze the role of the different factors
associated with the strength of a colony that affect the A. mellifera — V. destructor
interaction during two flowering seasons in two localities of San Luis Potosi, México.

MATERIALS AND METHODS

Monitoring scheme
In 2020, a group of 40 A. mellifera beehives in the High Plateau and Central regions
of the state of San Luis Potosi were monitored during two flowering seasons. Spring
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(April-May) monitoring was carried out in the locality of El Mezquite, municipality
of Villa de Arista at the coordinates 22° 40" 46.10” N and 100° 55" 4.85” W, altitude
1621 m. Climate is dry and warm with an average temperature of 22.8 °C, low of
13.5 °C and high of 32.1 °C. Total precipitation during the sampling period was 13.8
mm. Here, the mesquite (Prosopis laevigata) is the species of greatest importance for
apiculture of the season. Later, at the beginning of the summer-fall season (August-
October) the same group of beehives were transported to the locality of El Mezquital,
municipality of Villa de Arriaga, at the coordinates 22 °7” 45.61” N and 101° 16" 33.62”
W, altitude 2160 m; climate is semiarid temperate with mean temperature of 16.5 °C,
low 8.7 °C and high 24.4 °C. Total precipitation during the period was 76.4 mm. This
season is characterized by a broader diversity of floral resources, although Bidens
odorata is the species recognized traditionally as the most important of the season. The
data on low and high temperatures during the sampling periods were requested from
the Coordinacion General del Servicio Meteorolégico Nacional, CONAGUA, for the
weather stations closest to the location of the apiaries (24098 and 32127).

The sampling period was 45 days; according to the knowledge and experience of
local migratory beekeepers, this is the average resident time of a beehive in a site
during one harvest. Sampling was carried out every two weeks during each flowering
season. The monitored beehives had a Jumbo-type brood chamber (46.5 cm long, 38
cm wide and 29.5 cm high) with capacity for 10 frames and no honey super. For each
beehive, we used one commercial freely fertilized Italian queen in her first year of
production. Before monitoring, the queens were introduced to orphan beehives in
wooden cages for their recognition. On the third day after introduction, the candy
stopper (mixture of powdered sugar and honey) that obstructed the exit from the cage
was perforated with a wooden toothpick to stimulate the worker bees to eat the candy
and conclude the release of the queen. Finally, one week later, a routine inspection of
the hive was carried out to verify that the queen had initiated oviposition. The hives
had homogeneous conditions in terms of honey and pollen reserves, brood, and adult
bee population, as well as statistically similar levels of V. destructor infestation. The
parameters in the brood chamber of all the hives were estimated using the method
described below.

Brood solidness (BS): This pattern was determined by placing a grid delimiting 100
cells over a section of capped brood. Empty cells were then subtracted to estimate
the percentage of brood solidity. The procedure was repeated on different patches of
brood to derive a mean of at least ten observations.

Adult bee population (ABP): The adult bee population was determined by the
difference in weight in kilograms between the complete hive during the night and the
sum of the weight of its elements without adult bees.

Hygienic behavior (HB): The percentage was estimated using the technique of
perforating 50 capped brood cells using an entomological pin #00. The area was
delimited with colored pins, and 24 h later it was inspected again to estimate the
percentage of removed brood.
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V. destructor infestation percentage (VDIP) in adult bees: This was determined by the
jar method described by De Jong et al. (1982).

Worker brood (WBR), drone brood (DBR), capped honey (CH), and pollen stored in the
brood chamber (POL): Each of these was determined as the area in square centimeters
occupied by each type of input by analyzing photographs of all the frames in the
brood chamber (Figure 1) using the Image] tool of the National Institute of Health or
by counting individual cells.

Fe Sl i w i

i : 5 4 HE —= -

Figure 1. Variables evaluated in the brood chamber. A: capped honey outlined in blue; worker
brood outlined in red; B: stored pollen marked in green; C: worker brood inside white line; cells of
the drone brood outlined in pink are larger and projected outward.
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Statistical analysis

Data were analyzed with the SAS tool OnDemand for Academics: Studio. Initially,
a bivariate analysis was performed with Pearson correlation (p < 0.05) to establish
the degree of association between the study variables. An analysis of variance with
repeated measures (p < 0.05) was then applied considering two treatments: spring
(Villa de Arista site) and summer-fall (Villa de Arriaga site). For each treatment, the
40 hives were considered repetitions. This analysis was applied to only the variables
that had significant correlations. To satisfy the assumption of normality, the data on
capped honey and worker brood were transformed to square root, the quantity of
pollen to logarithm, and the percentage of V. destructor infestation to arcsine of the
square root. The results for these variables were presented as means expressed in
transformed units.

RESULTS AND DISCUSSION
The results of this study enable analysis of the complex relationship between A.
mellifera and V. destructor. The correlation analysis shows that only the variables honey
(+0.58) and pollen (+0.62) reserves, as well as hygienic behavior (-0.65), correlated
significantly with the level of mite infestation (Table 1).

Table 1. Pearson correlation between variables of colony strength and percentage
of V. destructor infestation.

CH* POL WBR DBR BS HB ABP
POLT 0.65PF
WBRS -0.15 0.24
DBRP 0.29 0.10 0.27
BS~ -0.22 -0.02 -0.02 -0.14
HB'™ -0.66PF -0.54 -0.34 -0.20 0.17
ABPTI -0.56FP -0.00 0.36 -0.20 0.40pp 0.27
VDIPS$ 0.58pF 0.62PP 0.33 0.24 0.07 -0.65kF  -0.16

fCH: capped honey; TPOL: stored pollen; SWBR: worker brood; PDBR: drone
brood; *BS: brood solidness; "HB: hygienic behavior; TTABP: adult bee
population; $SVDIP: V. destructor infestation percent. FPSignificant correlation at
p<0.05.

Regarding the level of V. destructor infestation, no significant differences were found
between seasons during the 45 days of monitoring (Figure 2a), likely because the
differences in climatic conditions of the two flowering seasons were not so accentuated
or significant. As Szabo & Walker (1996) mention, the populational development of
the mites may be more favored by the continuity that exists in the availability of A.
millifera broods in hot, humid climate regions and not in temperate climates, as is the
case of this study. Medina-Flores et al. (2014) and Tapia-Gonzalez et al. (2019) coincide
with this hypothesis since they did not find significant differences in V. destructor
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Figure 2. Behavior of honey and pollen reserves and level of V. destructor infestation during
two flowering seasons (spring and summer-fall) in San Luis Potosi, Mexico. The values of the
variables are presented in transformed units. PPSignificant difference at p < 0.05.

infestation levels in conditions of temperate semiarid and hot climates in the states of
Zacatecas and Jalisco (Mexico), respectively.

Regarding hygienic behavior (HB), a significant negative correlation (r = -0.65) was
found with level of V. destructor infestation (Table 1). This coincides with results
obtained by Masaquiza-Moposita et al. (2017), who found a negative correlation (r
= -0.54) between HB and the number of mites parasitizing adult bees. In contrast,
Strauss et al. (2015) found no correlation between the rate of brood removal and V.
destructor infestation levels in colonies of A. m. scutellata, but this correlation did exist
with European A. mellifera hybrids. In this regard, Medina-Flores et al. (2014) mention
that there are many inconsistencies among the results found in the literature on the
degree of influence hygienic behavior can have on the level of V. destructor infestation,
even when these studies have assessed this interaction in bee colonies selected for
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their expression of HB and fertilized artificially over generations. These authors

attribute this variation in the results to a strong environmental influence that exists

in the expression of hygienic behavior, as well as to methodological differences in the

experiments.

When analyzing the effect of interaction of the flowering season in each sampling

period, we observed that hygienic behavior had statistical difference only at the

beginning of the experiment; it was higher in summer-fall, with a mean of 86.3%

compared with 59.8 % in spring. However, this difference was not maintained during
the rest of the experiment (Figure 3c). Likewise, Medina-Flores et al. (2014) found
similar percentages of HB in spring and fall, despite the important variation in the

expression of hygienic behavior during the entire experiment.
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Figure 3. Behavior of the adult bee population, brood solidness, and hygienic behavior during
two flowering seasons (spring and summer-fall) in two communities of San Luis Potosi, Mexico.
The variables are presented in their original units. PPSignificant difference at p < 0.05.
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In this sense, it is important to consider that HB plays an important role in the
natural resistance of A. mellifera populations to V. destructor. Also, although the trait is
genetically determined (Locke, 2016), environmental factors, as with the beekeeper’s
management techniques, can strongly affect its expression. Uzunov et al. (2014)
studied 21 apiaries in different parts of Europe and 16 genotypes of different European
subspecies of honeybees from 2009 to 2012 and concluded that the expression of HB
was highly affected by harvest season and location of the apiaries, factors that interact
to generate unique combinations of nectar and pollen availability and translate into
widely diverse conditions of colony strength.

It is not possible to speculate that the HB response is directly influenced by the
strength of the population since there was no correlation with ABP. Moreover, the
population had statistical differences as of the second half of monitoring; ABP was
higher in summer-fall with 5.07 kg on day 30 and 5.14 kg on day 45, against 3.58 and
3.61 kg in spring, respectively (Figure 3a). In the same sense, a negative correlation
was found between HB and the amount of capped honey (CH) in the brood chamber
(r =-0.66). The amount of capped honey was statistically different between seasons as
of day 30 of monitoring (Figure 2b); there was more in spring than in summer. This
difference in the hive’s honey storage capacity is possibly associated with a decrease
in the foraging activity of worker bees derived from higher precipitation during the
summer and thus fewer sunny days during the season. It has been shown that the
presence of rains in the foraging areas decreases traffic of pollinating insects by up to
30% (Linares et al., 2021). It is also possible that there is a more abundant offer of nectar
during the spring. This coincides with Medina-Flores ef al. (2019), who assessed the
same flowering seasons as in our study and observed a more abundant honey reserve
during the spring than in the fall.

The abundance of reserves derived from a greater availability of nectar in the field
could have limited the expression of HB and thus no differences were observed in the
level of HB once the flowering seasons began. This phenomenon could be related to the
distribution of tasks within the colony since the hygiene bees are able to interchange
the activity of collecting nectar and hygienic behavior depending on the needs of the
colony (Momot & Rothenbubhler, 1971). In contrast, Janmaat & Winston (2000) consider
that the abundance of nectar and pollen is a factor that could motivate the expression
of HB because it generates a greater need for storage space.

The brood solidness (BS) is a qualitative variable that can contribute to the evaluation
of the health status of the colony. The results show that BS was equally consistent
during both seasons (Figure 3b) and correlated positively with ABP (+0.40), which is
reasonable since BS is an indicator of brood abundance and homogeneity, as well as
of the egg-laying performance of the queen. A disperse pattern is sign of a problem in
oviposition due to low sperm quality, egg death, etc. (EFSA-AHAW Panel, 2016), and
it is an efficient predictor of the future adult population.

Regarding the variable stored pollen (POL), the colonies had statistical differences
between seasons as of day 30 of monitoring (Figure 2c), and it was higher during the
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spring. At the same time, a significant correlation was observed between CH and POL
(+0.65). This is logical since both products (nectar and pollen) are available in the field
at the same time during flowering and are the mainstays for feeding the colony. The
larger quantity of pollen stored by the colonies during the spring could be associated
to the type of species that are flowering. Smart et al. (2017) mentions that even when
the supply of plant resources in flower is highly diverse, the bees tend to concentrate
their efforts on gathering a few species, either because the preferred species are more
abundant or because they supply specific nutrients that the colony needs at a given
moment. Therefore, although the summer season may offer a greater diversity, it is
possible that the species of interest for the A. mellifera colonies were less abundant and,
during the spring, the colonies showed greater preference for the species that were
flowering and gathered a larger volume of pollen.

It is difficult to speculate on the positive correlation between the quantity of capped
honey (+0.58) and pollen (+0.62) stored in the brood chamber and the level of V.
destructor infestation. The level of infestation had only a slight numerical, non-statistical
difference during the second half of monitoring, despite the significant increase in the
quantity of honey and pollen reserves as of day 30. In contrast, the negative correlation
observed between CH and the adult bee population (-0.56) is supported by the
behavior of both variables. For example, during summer, the significant increase in
population as of day 15 led to a significant reduction in the quantity of CH as of day 30
since the larger population consumes more food and therefore the reserves decrease
(Medina-Flores et al., 2019). In the same sense, this interaction between the quantity of
CH and ABP could explain to a certain extent the correlations between VDIP and CH
and between VDIP and POL. Considering that the quantity of food reserves seems to
be a good predictor of the size of the adult population, the reduction in the population
derived from shorter longevity of the bees caused by V. destructor parasitosis during
the larval stage (Aldea & Bozinovic, 2020) is reflected in the increase in food reserves.
The above makes it clear that the characteristics of some A. mellifera colonies that seem
to have an influence on the mite populations may not have any influence in other
colonies; the differences may be even more marked under different environmental
conditions. However, the development and implementation of strategies aimed to
monitor populations of this parasite, identify their economic thresholds, develop
adequate prevention techniques, and apply treatments step by step in accord with the
needs of the colony would allow us to reach an effective integral management strategy
to deal with V. destructor.

CONCLUSIONS
Of the flowering seasons in the study area, summer seems to offer better conditions
for the development of A. mellifera colonies, allowing significant growth of their
population. Both the quantity of honey and pollen reserves and the adult population
are the only variables associated with colony strength and seem to be affected by the
flowering season, in such a way that the oviposition pattern will be determined by
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intrinsic factors likely associated with the reproductive performance of the queen.
Moreover, we confirm that the expression of hygienic behavior is affected by a large
number of factors and so can vary significantly over time and even within the same
flowering season. Although it correlated strongly and negatively with the level of V.
destructor infestation, it cannot be considered a reliable predictor of the population
dynamics of the mite. Likewise, even when the quantity of food reserves has an
important positive correlation with the variable of interest, it is not necessarily a causal
relationship.
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RESUMEN
El acaro Varroa destructor representa una de las mayores amenazas para el sector apicola alrede-
dor del mundo. La generacion de conocimiento sobre su comportamiento y de los factores que
favorecen su desarrollo bajo diferentes condiciones ambientales, asi como el nivel de influencia
de estos, resulta indispensable en el desarrollo de estrategias de manejo integral del acaro. Con
el objetivo de analizar la interaccion entre variables de fortaleza de colonias de Apis mellifera con
el porcentaje de infestacion de V. destructor, se realizd el monitoreo de un grupo de 40 colmenas
durante dos temporadas de floracién, primavera y verano-otono, en San Luis Potosi, México.
Las variables fueron analizadas por medio de un analisis de correlaciéon de Pearson, asi como
un analisis de varianza con medidas repetidas en el tiempo (p < 0.05). El nivel de infestacion
de V. destructor presento una relacion significativa con la cantidad de reservas de miel (+0.58) y
polen (+0.62), ademas de una correlacion negativa con el comportamiento higiénico (-0.65). El
porcentaje de infestacion de V. destructor no mostro diferencias estadisticas entre la primavera y
el verano-otofio, mientras que la cantidad de reservas de alimento (miel y polen) en primavera
fueron estadisticamente superiores a partir de la segunda mitad de la temporada. Por su parte,
el comportamiento higiénico present6 diferencias estadisticas inicamente al inicio de las tem-
poradas de floracién, mostrandose superior en verano-otono; sin embargo, esta diferencia no se

mantuvo a través del tiempo.

Palabras clave: nivel de infestacién, comportamiento higiénico, temporada de floracion.

INTRODUCCION
En México, la apicultura es una de las actividades pecuarias de mayor generacion
de divisas para el pais, alcanzando en 2020 los 65 millones de ddlares (SIAP, 2020).
Esta actividad productiva beneficia al sector rural, especialmente en zonas margi-
nadas donde la ganaderia no se desarrolla de forma extensiva (Medina-Flores et al.,
2014). San Luis Potosi esta situado en una posicion privilegiada en México, en la que



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2534
Scientific article

690

convergen tres regiones apicolas diferentes, dotandolo de un gran potencial para la
produccién de mieles de diferente origen floral. Sin embargo, al igual que el resto del
pais y otras regiones del mundo, las abejas enfrentan numerosos desafios, entre ellos
la presencia del ectoparasito V. destructor, considerado por muchos investigadores del
sector apicola como uno de los problemas sanitarios mas significativos para las colo-
nias de Apis mellifera en el mundo (McMenamin y Genersch, 2015). A nivel nacional,
su frecuencia supera el 80 % y existe una pérdida anual por encima del 33 % de las
colonias de abejas en la region altiplano y norte del pais, asociada a la presencia de
este acaro (Medina-Flores et al., 2018). Su impacto en el manejo y la rentabilidad de
la apicultura se debe a las importantes alteraciones que genera en el comportamiento
de la abeja, malformaciones, reduccion de la esperanza de vida y de la producciéon
de miel. Sin embargo, el efecto mas catastrdfico del acaro se debe a su funcién como
vector biologico de diferentes virus de RNA y como supresor de la respuesta inmune
de las abejas (Beaurepaire et al., 2020).

El crecimiento de la poblacion de V. destructor depende del equilibrio entre la tasa de
reproduccion y la tasa de mortalidad de los individuos dentro de la colmena en un
momento dado. Sin embargo, estos se ven afectados por los diferentes mecanismos
de resistencia y tolerancia de A. mellifera, tales como la reduccion en el crecimiento de
la poblacidén, reduccion del periodo posterior a la colocacion del opérculo, baja ferti-
lidad, fecundidad y éxito reproductivo de las hembras fundadoras, el acicalamiento,
el comportamiento higiénico, el tamano de la celda, la automedicacion, la apoptosis
social, la atractividad y la baja susceptibilidad a la enjambrazoén, juegan también un
papel importante al regular la poblacion del acaro (Strauss et al., 2015).

El comportamiento higiénico es la habilidad de las obreras para detectar crias enfer-
mas o parasitadas, lo que les permite discriminar entre crias normales y anormales,
retirar el opérculo y remover la cria enferma o el parasito. Aun cuando esta remocién
no garantiza la muerte del acaro, se considera que puede interrumpir su ciclo repro-
ductivo y disminuir la fertilidad de las hembras (Mondet et al., 2020). Por su parte,
condiciones ambientales como la variacién de temperatura y humedad relativa, las
practicas de manejo del apicultor, la disponibilidad de polen y el flujo de néctar, los
largos periodos de cria y la cantidad de cria de zdngano pueden inducir a un incre-
mento drastico en el tamafio de la poblacion de acaros (Le Conte y Navajas, 2008).
Para disefiar estrategias tendientes al control y reduccién de la ocurrencia de esta pa-
rasitosis en poblaciones de A. mellifera, es necesario cuantificarla, identificar los facto-
res asociados a la fortaleza de la colonia, del manejo de los apiarios y los diferentes
ambientes en los cuales se practica la apicultura que contribuyen a la presencia y de-
sarrollo de V. destructor, entendiendo la fortaleza de una colonia como el resultado de
la interaccion entre la demografia de la colonia, las fuentes de energia, asi como del
patron temporal y espacial de disponibilidad de recursos ambientales en el paisaje
(EFSA-AHAW Panel, 2016). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue analizar
el rol de los diferentes factores asociados a la fortaleza de la colonia que afectan la
interaccion A. mellifera — V. destructor durante dos temporadas de floracion en dos lo-
calidades de San Luis Potosi, México.
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MATERIALES Y METODOS

Esquema de monitoreo
Durante el afio 2020, se monitore6 un grupo de 40 colmenas de A. mellifera en la zona
Altiplano y Centro del estado de San Luis Potosi, durante dos temporadas de flora-
cién: en primavera (abril-mayo) en la localidad El Mezquite, municipio de Villa de
Arista, en las coordenadas 22° 40" 46.10” N y 100° 55" 4.85” O, altitud 1621 m; el clima
es seco semicalido con temperatura promedio de 22.8 °C, minima de 13.5 °C y maxi-
ma de 32.1 °C; la precipitacion total durante el periodo de muestreo fue de 13.8 mm,
siendo el mezquite (Prosopis laevigata) la especie de mayor importancia apicola de la
temporada. Posteriormente, al iniciar el verano (agosto-octubre) el mismo grupo de
colmenas fue trasladado a la localidad El Mezquital, municipio de Villa de Arriaga, en
las coordenadas 22 °7” 45.61” Ny 101° 16’ 33.62” O, altitud 2160 m, con un clima semi-
seco templado, temperatura media de 16.5 °C, minima de 8.7 °C y maxima de 24.4 °C;
la precipitacion total durante el periodo fue de 76.4 mm. Esta temporada se caracteriza
por una mayor diversidad de recursos florales, aunque la aceitilla (Bidens odorata) es
la especie reconocida tradicionalmente como la mas importante de la temporada. Los
datos de temperatura minima y maxima durante los periodos de muestreo fueron so-
licitados a la Coordinacidon General del Servicio Meteorologico Nacional de la CONA-
GUA para las estaciones mas cercanas a la ubicacion de los apiarios (24098 y 32127).
El periodo de muestreo fue de 45 dias, tiempo que, de acuerdo con el conocimiento
y experiencia de los apicultores trashumantes locales, corresponde a la permanen-
cia promedio de un apiario en un sitio durante una cosecha. El muestreo se realizo
quincenalmente durante cada temporada de floracion. Las colmenas utilizadas para
el monitoreo contaban con una cdmara de cria tipo Jumbo (46.5 cm de largo, 38 cm
de ancho y 29.5 cm de alto) con capacidad para 10 bastidores y sin alza melaria. Para
cada colmena se utilizé una reina comercial de raza italiana, en su primer afio de pro-
duccion y fecundada libremente. Previo al inicio del monitoreo, dichas reinas fueron
introducidas a colmenas huérfanas dentro de jaulas de madera para su reconocimien-
to; al tercer dia de su introduccién se perforé con un palillo de madera el tapon de
candy (mezcla de aztcar glass y miel) que obstruia la salida de la jaula, de manera
que las obreras se estimularan a consumir el candy y concluir la liberacién de la reina;
finalmente, una semana después se realizé una inspeccioén de rutina para verificar el
inicio de la postura por parte de la reina. Las colmenas se encontraban en condiciones
homogéneas de reserva de miel, polen, cria y poblacion de abejas adultas, asi como
un nivel de infestacion de V. destructor estadisticamente similar. Los parametros en la
camara de cria de todas las colmenas se estimaron de acuerdo con la metodologia que
se describe a continuacion.
Patrén de postura (PP): se determind al colocar una cuadricula que delimitaba 100
celdas sobre una seccién de cria operculada. Posteriormente, se restaron las celdas
vacias para estimar el porcentaje de solidez de la cria. El procedimiento se repitio en
diferentes parches de cria para derivar una media de al menos diez observaciones.
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Poblacion de abejas adultas (PAA): se determind por la diferencia de peso en kilogra-
mos entre la colmena completa tomado durante la noche y la suma del peso de sus
elementos sin abejas adultas.

Comportamiento higiénico (CH): se estim¢ el porcentaje a través de la técnica del per-
forado de 50 celdas con cria operculada utilizando un alfiler entomolégico #00. Se
delimito el area con alfileres de colores y se revis nuevamente a las 24 h para estimar
el porcentaje de crias removidas.

Porcentaje de infestacion de V. destructor en abejas adultas (VARR): se determind por
el método del frasco descrito por De Jong et al. (1982).

Cria de obreras (COBR), cria de zanganos (CZAN), miel operculada (MO) y polen
almacenado en camara de cria (POL): se determiné cada uno como la superficie en
centimetros cuadrados ocupada por cada tipo de insumo, por medio del anadlisis de
fotografias de la totalidad de bastidores en cdmara de cria (Figura 1) utilizando la he-
rramienta Image] del National Institutes of Health o por conteo individual de celdas.

L 2 i

v E‘% i

Figura 1. Variables evaluadas en camara de cria. A: miel operculada delimitada en azul, cria de
obreras en rojo; B: polen almacenado marcado en verde; C: cria de obrera en blanco y cria de
zangano en rosa, cuyas celdas son de mayor tamano y proyectadas hacia afuera.
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Analisis estadistico

Para el analisis de datos se utilizé la herramienta SAS OnDemand for Academics:
Studio. Inicialmente, se realiz6 un analisis bivariado por medio de la correlaciéon de
Pearson (p < 0.05) para establecer el grado de asociacion entre las variables en estudio.
Posteriormente, se aplico un analisis de varianza con medidas repetidas (p < 0.05),
considerando dos tratamientos: primavera (sitio Villa de Arista) y verano-otofio (sitio
Villa de Arriaga). Para cada tratamiento, se consideraron las 40 colmenas como repe-
ticiones; este analisis fue aplicado tinicamente a las variables que presentaron corre-
laciones significativas. Para cumplir la suposiciéon de normalidad, los datos de miel
operculada y cria de obreras fueron transformados a raiz cuadrada, la cantidad de
polen a logaritmo y el porcentaje de infestacion de V. destructor en arcoseno de la raiz
cuadrada. Los resultados para estas variables fueron presentados como medias expre-
sadas en las unidades transformadas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados en este estudio permiten analizar la complejidad de la relacién entre A.
mellifera'y V. destructor. El andlisis de correlacion muestra que tinicamente las variables
de reserva de miel (+0.58) y polen (+0.62), asi como del comportamiento higiénico
(-0.65), presentan una correlacién significativa con el nivel de infestacion del acaro
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Correlacion de Pearson entre variables de fortaleza de la colonia y
porcentaje de infestacion de V. destructor.

MO* POL COBR CZAN PP CH PAA
POLT 0.65FP
COBRS -0.15 0.24
CZANP 0.29 0.10 0.27
PP~ -0.22 -0.02 -0.02 -0.14
CH™ -0.66FP -0.54 -0.34 -0.20 0.17
PAAT -0.56FP -0.00 0.36 -0.20 0.40°»  0.27
VARRS$ 0.58pF 0.62kP 0.33 0.24 0.07 -0.65kF  -0.16

MO: miel operculada; TPOL: polen almacenado; SCOBR: cria de obreras; PC-
ZAN: cria de zanganos; *PP: patrén de postura; "CH: comportamiento higiéni-
co; IPAA: poblacion de abejas adultas; SVARR: porcentaje de infestacion de V.
destructor. PPCorrelacion significativa en p < 0.05.

Sobre el nivel de infestacion de V. destructor, no se encontré diferencia significativa en-
tre temporadas durante los 45 dias de monitoreo (Figura 2a), probablemente debido a
que las diferencias en las condiciones climaticas de ambas temporadas de floracién no
fueran tan acentuadas y significativas. Tal como lo mencionan Szabo y Walker (1996),
el desarrollo poblacional de los 4dcaros puede verse mayormente favorecido por la
continuidad que existe en la disponibilidad de cria de A. mellifera en zonas de clima
calido y humedo, y no en climas templados, como es el caso del presente estudio.
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Figura 2. Comportamiento de reservas de miel, polen y nivel de infestacion de V. destructor
durante dos temporadas de floracion (primavera y verano-otono) en San Luis Potosi, México.
Los valores de las variables se presentan en unidades transformadas. PPDiferencia significativa
en p <0.05.

Medina-Flores et al. (2014) y Tapia-Gonzalez et al. (2019) coinciden con esta hipotesis al
no encontrar diferencias significativas en los niveles de infestacion de V. destructor en
condiciones de clima semiseco templado y calido de los estados de Zacatecas y Jalisco
(México), respectivamente.

Respecto al comportamiento higiénico, se encontrd una correlacion negativa significa-
tiva (r = -0.65) con el nivel de infestacién de V. destructor (Cuadro 1). Esto concuerda
con los resultados obtenidos por Masaquiza-Moposita et al. (2017), quienes encontra-
ron una correlacion negativa (r =-0.54) entre el CH y el ntimero de 4caros parasitando
abejas adultas. Contrario a esto, Strauss et al. (2015) no encontraron correlacion entre
la tasa de remocién de crias con los niveles de infestacion de V. destructor en colonias
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de A. m. scutellata pero si en los hibridos de A. mellifera de origen europeo. En relacion
con esto, Medina-Flores ef al. (2014) mencionan que existen muchas inconsistencias
sobre los resultados encontrados en la literatura sobre el grado de influencia que el CH
puede tener sobre el nivel de infestacion de V. destructor, aun cuando estos estudios
han valorado dicha interaccién en colonias de abejas seleccionadas durante generacio-
nes por su mayor expresion del CH y fecundadas de manera artificial. Estos autores
atribuyen esta variacion en los resultados a la fuerte influencia ambiental que existe
sobre la expresion del comportamiento higiénico, al igual que a las diferencias meto-
dologicas de los experimentos.

Al analizar el efecto de la interacciéon de la temporada de floracion en cada periodo
de muestreo, se observé que el comportamiento higiénico tinicamente present6 di-
ferencia estadistica al inicio del experimento, siendo superior en verano-otono, con
una media de 86.3 % respecto al 59.8 % en primavera. Sin embargo, esta diferencia no
se mantuvo durante el resto del experimento (Figura 3c). De igual manera, Medina-
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Figura 3. Comportamiento de la poblaciéon adulta, patrén de postura y comportamiento higié-
nico durante dos temporadas de floracion (primavera y verano-otofio) en dos comunidades de
San Luis Potosi, México. Las variables se presentan en sus unidades originales. PPDiferencia
significativa en p < 0.05.
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Flores et al. (2014) encontraron porcentajes de CH similares durante las temporadas de
primavera y otofio, a pesar de la importante variacién en la expresion del comporta-
miento higiénico que observaron durante todo el experimento.

En este sentido, es importante considerar que el CH juega un importante rol en la
resistencia natural de las poblaciones de A. mellifera a V. destructor, y a pesar de ser un
rasgo determinado genéticamente (Locke, 2016), los factores ambientales al igual que
las técnicas de manejo del apicultor pueden influenciar fuertemente su expresion; tal
como lo mencionan Uzunov ef al. (2014) al estudiar 21 apiarios alrededor de Europa y
16 genotipos de diferentes subespecies europeas de abejas de la miel durante el perio-
do 2009-2012, concluyendo que la expresion del CH se vio altamente influenciada por
la temporada de cosecha y por la ubicacion de los apiarios, factores que interacttian
para generar combinaciones tinicas de disponibilidad de néctar y polen, y que se tra-
duce en condiciones muy diversas de fortaleza de las colonias.

No se puede especular que la respuesta del CH estuviera directamente influenciada
por la fortaleza de la poblacion, ya que no se presento correlacion con la PAA, ademas
de que la poblacién presento diferencias estadisticas a partir de la segunda mitad del
monitoreo, siendo mayor en verano-otofio con 5.07 kg en el dia 30 y 5.14 kg en el dia
45, contra 3.58 y 3.61 kg en primavera, respectivamente (Figura 3a). En el mismo sen-
tido, se encontrd una correlacion negativa entre CH y la cantidad de miel operculada
(MO) en la camara de cria (r = -0.66). La cantidad de miel operculada present6 una
diferencia estadistica entre temporadas a partir del dia 30 de monitoreo (Figura 2b),
existiendo una mayor cantidad en primavera en comparacion con el verano; esta dife-
rencia en la capacidad de almacenamiento de miel por parte de la colonia posiblemen-
te esté asociada a una disminucion en la actividad de pecoreo de las obreras derivado
de una mayor precipitacién durante el verano, que se traduce en una menor cantidad
de dias soleados durante la temporada. Se ha demostrado que la presencia de lluvias
en las zonas de pecoreo disminuye el trafico de los insectos polinizadores hasta en un
30 % (Linares et al., 2021). Por otra parte, es posible que también existiera una oferta
de néctar mas abundante durante la primavera. Esto coincide con lo mencionado por
Medina-Flores ef al. (2019), quienes observaron una reserva de miel mas abundante
durante la primavera en comparacion con el otono al visitar las mismas floraciones
que el presente estudio.

La abundancia de reservas derivada de una mayor disponibilidad de néctar en el cam-
po pudo haber limitado la expresion del CH, por lo que no se observaron diferencias
en el nivel de CH una vez que iniciaron las temporadas de floracion. Este fenémeno
podria estar relacionado con la distribucion de tareas dentro de la colonia, ya que las
abejas higiénicas son capaces de intercambiar la actividad de acopio de néctar con el
comportamiento higiénico de acuerdo con las necesidades de la colonia (Momot y
Rothenbubhler, 1971). Contrario a esto, Janmaat y Winston (2000) consideran que la
abundancia de néctar y polen es un factor que puede llegar a motivar la expresion del
CH, pues se genera una mayor necesidad de espacio para almacenamiento.

En cuanto al patrén de postura, es una variable cualitativa que puede contribuir a la
evaluacion del estatus de salud de la colonia. Los resultados muestran que el PP fue
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igualmente consistente durante ambas temporadas (Figura 3b) y presentd una correla-
cion positiva con la PAA (+0.40), lo cual tiene sentido, ya que el PP es un indicador de
abundancia y homogeneidad de la cria, al igual que del buen desempefio de la reina
en la postura. Un patrén disperso es signo de un problema en la postura debido a
una baja calidad de los espermas, muerte de los huevecillos, etc. (EFSA-AHAW Panel,
2016), y se puede considerar un eficiente predictor de la poblacion adulta futura.
Sobre la variable POL, las colonias presentaron diferencias estadisticas entre tempora-
das a partir del dia 30 del monitoreo (figura 2c), siendo mayor durante la primavera.
Al mismo tiempo, se observa una correlacion significativa entre MO y POL (+0.65),
algo que resulta logico ya que ambos productos (néctar y polen) se encuentran dispo-
nibles en el campo al mismo tiempo durante la floracion y representan los principales
insumos para la alimentacion de la colonia. La mayor cantidad de polen almacenado
durante la primavera por parte de las colonias podria estar asociada al tipo de espe-
cies en floracion. Smart et al. (2017) menciona que aun cuando la oferta de recursos
vegetales en floracion sea muy diversa las abejas tienden a concentrar sus esfuerzos
de recoleccién en unas cuantas especies, ya sea por que las especies preferidas son
mas abundantes o por que aportan nutrientes especificos que las colonias necesitan
en determinado momento. Por lo tanto, aun cuando la temporada de verano ofreciera
una mayor diversidad, es posible que las especies de interés para las colonias de A.
mellifera fueran menos abundantes, y durante la primavera, las colonias mostraran
mayor preferencia por las especies que se encontraban en floracion recolectando un
mayor volumen de polen.

Respecto a la correlacion positiva entre la cantidad de miel operculada (+0.58) y polen
(+0.62) almacenados en camara de cria con el nivel de infestacion de V. destructor, difi-
cilmente se podria especular acerca de dicha correlacidn, ya que el nivel de infestacion
Unicamente presentd una ligera diferencia numérica, mas no estadistica, durante la
segunda mitad del monitoreo, a pesar del significativo incremento en la cantidad de
reservas de miel y polen a partir del dia 30. Por el contrario, la correlacion negativa
que se observa entre MO y la poblacion de abejas adultas (-0.56) se ve sustentada por
el comportamiento de ambas variables; por ejemplo, durante el verano, el incremento
significativo de la poblacion a partir del dia 15 trajo como consecuencia una reduccion
significativa en la cantidad de MO a partir del dia 30, ya que al existir una mayor
poblacion, el consumo de alimento incrementa, y por lo tanto la cantidad de reservas
disminuye (Medina-Flores et al., 2019). En el mismo sentido, esta interaccion entre la
cantidad de MO y PAA podria explicar de cierta manera las correlaciones presentadas
entre VARR con MO y POL; considerando que la cantidad de reservas de alimento
parece ser un buen predictor del tamafio de la poblacién adulta, la reduccion de la
poblacién derivada de la menor longevidad de las abejas ocasionada por la parasitosis
de V. destructor durante su etapa larval (Aldea y Bozinovic, 2020), se refleja en el incre-
mento de las reservas de alimento.

Lo anterior nos deja claro que las caracteristicas de algunas colonias de A. mellifera que
parecen tener influencia sobre las poblaciones del dcaro pudieran no tenerlo en otras,
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y ain mas bajo condiciones ambientales diferentes. Sin embargo, el desarrollo e imple-
mentacion de estrategias encaminadas al monitoreo de las poblaciones de este para-
sito, identificacién de sus umbrales econdémicos, desarrollo de técnicas de prevencion
adecuadas y aplicacion de tratamientos paso a paso de acuerdo con las necesidades
de la colonia, nos permitira alcanzar una estrategia efectiva de manejo integral frente
a V. destructor.

CONCLUSIONES

Sobre las temporadas de floracion dentro del area de estudio, el verano parece haber
ofrecido mejores condiciones para el desarrollo de colonias de A. mellifera al permitir-
les incrementar de manera significativa su poblacion. Tanto la cantidad de reservas de
miel, polen y la poblacién adulta son las tnicas variables asociadas a la fortaleza de
la colonia que parecen ser afectadas por la temporada de floracién, de manera que el
patron de postura sera determinado por factores intrinsecos probablemente asociados
al desempenio reproductivo de la reina. Por su parte, se confirma que la expresion del
comportamiento higiénico se encuentra influenciada por una gran cantidad de facto-
res, por lo que puede varia significativamente a través del tiempo e incluso dentro de
la misma temporada de floracién. A pesar de presentar una fuerte correlaciéon negativa
con el nivel de infestacion de V. destructor, no se puede considerar como un predictor
confiable de la dinamica de la poblacién del acaro, al igual que la cantidad de reservas
de alimento, que aun cuando tiene una correlacién positiva importante con la variable
de interés, esta no se traduce necesariamente en una relacion causal.
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ABSTRACT
The aim was to evaluate the effect of coat color, sex and age on body composition in local kids
from northern Mexico. Eighty-three local kids between 1 and 30 days of age were selected.
They were assigned to groups according to coat color (dark and light), sex (males and females)
and age (1=1 to 10; 2=11 to 20 and 3=21 to 30 days). Pigmentation of skin, hooves, mucous
membranes, morphostructural characteristics, live weight and 14 zoomometric measurements
were evaluated. A predominant phenotype was found of animals without mammels, beards,
without pigment in the skin and hooves, with horns, horizontal ears and pigmented mucous
membranes. The highest values (p < 0.05) for live weight (PV), neck length and width (LCue,
ACue), chest circumference (CPe) and flank depth (PFl) were found in dark kids. The highest
value (p < 0.05) in ear length (LO) was observed in light-colored kids. When considering sex,
the highest values (p < 0.05) were observed in males for all traits, except for length and width
of face (LCa, ACa) and width of ears (AO), height at withers (ACruz), PFl and sacrolumbar
height (ASL), which were not different (p > 0.05). When considering age, the highest values were
found in all traits for group 3. All variables were positively and significantly correlated. The
variables showing the greatest magnitude of change in the first 20 days of age are PV (+40 %),
LCa, LCor, CPe (+15 %) and LCue, ACruz, PF], leg length (+10 %), while between 20 and 30 days
of age the magnitude of change generally decreases. It is concluded that coat color, sex and age
significantly influence the body composition of local kids from northern Mexico, which may

have implications in the selection and marketing thereof.

Keywords: Biometric profile, phenotype, goats, arid zones.
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INTRODUCTION

It is common in developing countries for goat production to be carried out through
subsistence production systems, in rural areas with low productivity and linked to
the use of local goat populations (Torres-Herndndez et al., 2022). These populations
are an important reservoir of genetic diversity; therefore, it is necessary to conserve
them through development and management programs that increase productivity in
a sustainable manner. However, lack of information on population characteristics can
lead to underutilization and loss of this valuable genetic resource (Sevane et al., 2018;
Bedada et al., 2019).

In this regard, in recent years there has been increasing interest in studying these
breeds adapted to low-income systems, especially with respect to biometric and
phaneroptic characteristics (Adenaike et al., 2020). Some efforts have been oriented
towards the selection of animals based on coat color, since it is an easily recognizable
trait, furthermore, according to the literature, it has an effect on productive behavior
(Akis et al., 2012). However, in criollo or local goats, the information available on this
topic is still scarce, because this characteristic cannot be measured based on a scale
(Tyasi et al., 2022; Becerril et al., 1996). However, evidence suggests that it is directly
related to productive efficiency (Fonseca ef al., 2016) and, therefore, the study of this
characteristic becomes necessary, especially in these subsistence systems, where the
availability of herd productive information is a serious limitation (Moyao-Ariza et al.,
2022, Torres-Hernandez et al., 2020). Therefore, the aim was to evaluate the effect of
coat color and sex on body composition, as well as the magnitude of changes in body
development when considering age in local lactating kids from northern Mexico.

MATERIALS AND METHODS
All methods and animal handling used in the study were in accordance with the
guidelines for the ethical use, care and welfare of animals used in research according to
international (FASS, 2010), national (NAM, 2002) and institutional standards, through
the project “Technological options to improve the productivity of the extensive goat
system in Northern Mexico” financed by the National Institute of Forestry, Agricultural
and Livestock Research (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias).
The study was conducted in the Laguna region, in a portion of the state of Coahuila,
Mexico. This area is located between 24°22" North Latitude and 102°22" West
Longitude, with an average elevation of 1139 m and a desert climate, semi-warm with
a cool winter and average rainfall of 240 mm (Garcia, 2004).
Eighty-three local lactating kids (42 males and 41 females) born between January and
February 2022, aged between 1 and 30 days, were selected from a nucleus of 205 goat
herds managed under an extensive grazing scheme. This management considered the
separation of the kids from their mothers during grazing for a period of approximately
9 h d. Once the goats returned to the resting pen, the kids were placed next to their
mothers to breastfeed. During the day the kids had access to water ad libitum.
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The kids were assigned to two groups according to coat color and sex (dark [n=33;
when more than 50% of the coat was dark-black, brown, chamois]; light [n=50; when
more than 50% of the coat was light-white, cream, light gray]) and to three groups
according to age [1(n=32): 1 to 10; 2(n=29) 11 to 20 and 3(n=22): 21 to 30 days old].
Pigmentation of skin, hooves and mucous membranes and morphostructural
characteristics such as ear orientation, presence of mammels, beard and horns, as
well as live weight (PV) and 14 zoomometric measurements were considered. All
measurements were recorded with a soft measuring tape (Selanusa, Mexico). The
PV was taken fasting with an electronic hanging scale with a capacity of 45 kg+5 g
(Metrology, Nuevo Leon, Mexico). The zoomometric measurements were (Figure
1): face length (LCa-1), face width (ACa-2), ear length (LO-3), ear width (AO-4),
neck length (LCu-5), neck width (Acu-6), body length (LCor-7), height at withers
(ACruz-8), chest circumference (CPe-9), barrel circumference (CBa-10), flank depth
(PF1-11), sacrolumbar height (ASL-12), leg length (LPi-13), shank circumference (PCn-
14) (Moyao-Ariza et al. , 2022).

Figure 1. Zoomometric traits considered to evaluate morphostructural composition in local
lactating kids from northern Mexico.

The magnitude of the development of the animals in the different age groups was
analyzed, which means the development of each anatomical part of the animal was
quantified, since they do not have the same growth speed, therefore, this analysis is
proposed to identify critical growth points in developing kids. This analysis quantifies
the change in the zoometric measurements of kids in each age group and is expressed
as a percentage.

Statistical analysis was performed using the SAS v.9.4 statistical package (2008).
Descriptive and inferential statistics were obtained for qualitative traits. For



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2916
Scientific article

703

quantitative traits, a fixed effects model was used, with a completely randomized
design, with the GLM procedure and a Pearson correlation analysis was performed to
determine the degree of association between variables.

The structure of the model was:

Yijkl =u+CP+ Sj+ E+CP* Sj*Ek+ Ez‘jkl

Where: Y, : weight or zoometric measure considered; yi: constant that characterize the
population; CP;: fixed effect of the i-th coat color (i = 1,2), S;: fixed effect of the j-th sex
of the kids (j =1,2), E,: fixed effect of the k-th age of the kid (k=1,2,3); CP,* S]. * E,: Effect
of double or triple interactions; E, : random error, which was assumed to be normally
distributed with zero mean and common variance.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the absolute and relative frequencies for morphostructural and
phaneroptic characteristics. A predominant phenotype was found of animals without
mammels, beards, without pigment in the skin and hooves, with horns, horizontal
ears and pigmented mucous membranes. The results found are similar to those
reported by Sheriff et al. (2021), for Arab and Oromo kids regarding morphostructural
characteristics. Likewise, the observed diversity is considered as “Mosaico Lagunero”,
which is an undefined phenotype, characteristic in crossbred animals (Amills ef al.,
2017; Moyao-Ariza et al., 2022).

Regarding morphostructural composition due to coat color (Table 2), the highest
values (p < 0.05) were found in dark kids for PV, LCue, ACue, CPe and PFl; while
for light kid differences (p < 0.05) were only found in LO. The rest of the variables

Table 1. Absolute (FA) and relative frequencies (FR) for phaneroptic and morphostructural
characteristics in lactating local kids from northern Mexico.

Variable FA FR Variable FA FR Variable FA FR
Mammels Beard Horns

Present 25 0.30 Present 0 0.00  Present 71 0.86

Absent 58 0.70 Absent 83 100.00  Absent 12 0.14

Pigmentation in:

Skin Hooves Mucosa
Present 30 0.36 Present 33 0.40 Present 50 0.60
Absent 53 0.64 Absent 50 0.60 Absent 33 0.40

Ear orientation

Horizontal 39 0.47
Hanging 19 0.23
Erect 25 0.30
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Table 2. Mean + standard error for zoometric characteristics according to coat color in local lactating
kids from northern Mexico.

Variable Dark Light C.V. p value
Live weight (kg) 5.598+0.26 5.185+0.24 15.40 <0.0001
Face length (cm) 10.75+0.23 10.71+0.28 12.37 0.5801
Face width (cm) 6.97+0.17 6.87+0.24 20.17 0.8189
Ear length (cm) 10.14+0.31 11.04+0.24 14.02 0.0005
Ear width (cm) 4.91+0.09 5.04+0.09 10.82 0.3382
Neck length (cm) 20.29+0.43 19.23+0.46 9.79 0.0159
Neck width (cm) 19.83+0.33 18.79+0.31 7.23 0.0417
Body length (cm) 38.58+0.78 38.00+0.80 9.66 0.5086
Height at withers (cm) 40.11+0.59 38.01+0.87 13.13 0.5569
Chest circumference (cm) 39.12+0.70 37.26+0.73 6.36 0.0461
Barrel circumference (cm) 38.56+0.87 37.53+0.82 10.36 0.9966
Flank depth (cm) 15.09+0.49 13.86+0.37 15.16 0.0427
Sacro-Lumbar Height (cm) 39.94+0.55 38.88+0.60 7.45 0.8954
Leg length (cm) 17.43+0.29 16.83+0.33 7.95 0.3954
Cane perimeter (cm) 6.36+0.07 6.28+0.10 7.46 0.7700

considered showed no differences due to coat color (p > 0.05). Our results could suggest
European origin of the animals in this population (Lanari et al., 2019), however, this
is not conclusive. On the other hand, the results obtained coincide with those found
by Mia et al. (2018) and Choudhury et al. (2012), who report that dark animals are
significantly larger in the Bengali black goat population. Likewise, Daramola and
Adeloye (2008) and Getachew ef al. (2020) concluded that dark animals grow faster
and have higher weight gains compared to light-colored animals. This information is
interesting, because, based on the conclusions and findings obtained, specific selection
criteria can be developed, as has been found in species such as camelids, which govern
selection based on coat color, since a higher hierarchy effect has been observed in
dark-colored animals (Iglesias-Pastrana et al., 2021).

On the other hand, when considering the sex of the kids (Table 3), the highest values
(p <0.05) were found in males for PV, LCue, ACue, LCor, CPe and LPi. The rest of the
variables evaluated were not different (p > 0.05). In this sense, the results obtained were
in accordance with expectations, and this can be explained by the fact that growth
hormone influences for greater development in males (Patel ef al., 2019). In this regard,
Baenyi et al. (2020) and Akkol (2018), reported differences between gender, and where,
in general, males showed better body development compared to females.

Regarding the age of the kids, the results coincided with the expectation that the
older the kids, the higher the value of morphostructural variables (Table 4). It was
found that group 3 animals presented the highest values (p < 0.05) in all the variables
considered, although without difference, with some variables in animals of group 2,
while animals of group 1 presented the lowest values in all the variables considered.
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Table 3. Mean + standard error for zoometric characteristics, according to sex in lactating
local kids from northern Mexico.

Variable Male Female C.V. p-Value
Live weight (kg) 5.773+0.23 4.916+0.25 15.40 0.0095
Face length (cm) 10.74+0.19 10.72+0.33 12.37 0.6751
Face width (cm) 6.89+0.13 6.92+0.20 20.17 0.9576
Ear length (cm) 10.67+0.24 10.70+0.31 14.02 0.7087
Ear width (cm) 4.91+0.07 5.06+0.11 10.82 0.0560
Neck length (cm) 20.21+0.45 18.97+0.46 9.79 0.0443
Neck width (cm) 19.96+0.31 18.43+0.3 7.23 0.0488
Body length (cm) 39.23+0.78 37.21+0.8 9.66 0.0369
Height at withers (cm) 39.25+1.03 38.43+0.54 13.13 0.5805
Chest circumference (cm) 38.84+0.78 37.14+0.70 6.36 0.0405
Barrel circumference (cm) 39.07+0.90 36.79+0.78 10.36 0.5831
Flank depth (cm) 14.69+0.42 13.99+0.43 15.16 0.5043
Sacro-Lumbar Height (cm) 39.94+0.60 38.88+0.57 7.45 0.3330
Leg length (cm) 17.49+0.3 16.64+0.33 7.95 0.0450
Cane perimeter (cm) 6.54+0.09 6.11+0.08 7.46 0.1014

Table 4. Mean + standard deviation and magnitude of development (%) between age groups for zoometric characteristics,

according to age group in local kids from northern Mexico.

Age group
Variable Magnitude Magnitude p-Value
1 0 2 0 3
(%) (%)

Live weight (kg) 2.802+0.13¢ 40.8 4.730+0.13b 255 6.346+0.13a <0.001
Face length (cm) 8.55+0.23b 18.6 10.51+0.24a 8.4 11.48+0.21a <0.0001
Face width (cm) 6.00+0.15b 8.8 6.58+0.13ab 9.9 7.30+0.23a 0.0154
Ear length (cm) 9.31+0.46b 6.8 9.99+0.28b 11.8 11.33+0.23a <0.0001
Ear width (cm) 4.57+0.16b 7.1 4.92+0.10ab 45 5.15+0.08a 0.0018
Neck length (cm) 15.06+0.33b 23.7 19.74+0.44a 6.3 21.06+0.30a <0.0001
Neck width (cm) 16.71+0.51c 7.3 18.02+0.28b 11.5 20.36+0.20a <0.0001
Body length (cm) 30.98+0.69b 18.8 38.13+0.70a 59 40.53+0.58a <0.0001
Height at withers (cm) 34.66+0.62b 10.2 38.60+0.47a 4.1 40.23+0.84a 0.0056
Chest circumference (cm) 30.38+0.78¢ 16.6 36.41+0.46b 10.9 40.88+0.35a <0.0001
Barrel circumference (cm) 31.66+0.82¢ 9.7 35.08+0.55b 14.0 40.81+0.60a <0.0001
Flank depth (cm) 11.56+0.26b 11.3 13.04+0.39b 16.6 15.63+0.35a <0.0001
Sacro-Lumbar Height (cm) 35.40+0.61b 3.6 36.73+0.14b 11.2 41.34+0.44a <0.0001
Leg length (cm) 14.13+0.24c 13.6 16.36+0.13b 10.2 18.22+0.20a <0.0001
Cane perimeter (cm) 5.99+0.13b 0.2 6.00£0.21b 8.3 6.54+0.07a 0.0003
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This is in agreement with the report of Akbar et al. (2021), who point out that all body
measurements are positively correlated with respect to age, i.e., body measurements
will be greater in older animals until they reach mature age and weight, which is when
growth ceases. Similarly, Akpa et al. (2013), found that age significantly influences
body weight and body conformation. Because of the above, it has been suggested
that research should focus on evaluating the relationship between weight and body
measurements at different ages (Assan, 2015), with the aim of identifying critical
points of attention in the development of animals (Gomez-Osorio et al., 2017).
Likewise, the magnitude of change in body development for each of the
morphostructural measures is greater (greater than 10% and up to 40%) during the
first 20 days for the variables PV, LCa, LCue, LCor, ACruz, CPe, PFL and LPi. After
20 days of age, the magnitude of change in body development structure decreases
and the greatest development is observed in variables such as PV, LO, ACue, CPe,
CBa, PFl, ASL and LPi. Furthermore, during the first 20 days of age, the magnitude of
change in body measurements on average is in the range of 11 to 13 %, while after 20
days and up to 30 days of age this change decreases from 9.5 to 10.5 %. This is most
evident in body weight, which decreases from 41% to 26%. This information partially
coincides with the report of Aktas et al. (2015), who describe that the highest growth
rate in indigenous Turkos hair and Honamli goats are found between 20-40 and 60-60
days. These findings are extremely interesting, because by identifying critical growth
periods, feeding management strategies that optimize productivity can be developed
and implemented (Omotoshoet al., 2020). Likewise, as the animal grows and transforms,
its proportions change, both internally and externally. These transformations that
occur in an animal, considered as a whole, result from the simultaneous development
of all its parts, but in proportions that vary individually. In this regard, Hammond
(1960) established that the different organs, tissues and anatomical parts of the animal
do not have the same growth rate at a given time, therefore, each individual presents a
characteristic growth rate according to age and in a defined order. That is, the nutrients
absorbed during digestion are not distributed evenly, but are distributed following a
regime of strict priorities and where the different tissues reach their maximum growth
rate according to the following order: nervous, bone, muscle and fat (Ayala-Vargas,
2018).

Finally, Table 5 shows the matrix of phenotypic correlations for body traits in local
lactating kids. In this regard, it was found that all variables correlated positively and
significantly, except for the variables ACruz, which correlated non-significantly with
LO and AO, PFI with AO and PCn with ACa. These results show that in their first
days of development these animals have a positive growth of more than 12% in all
morphostructural components and without considering live weight. These results are
consistent with the reports of Okpeku et al. (2011) and Akkol (2018), who indicated that
correlation coefficients are positive between live weight and all body measurements,
in particular, when relating PV to variables such as ACruz, LCor, LCue, CPe in Red
Sokoto, West African Dwarf and hair goats.
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Table 5. Matrix of phenotypic correlations for morphostructural variables in local lactating kids from northern Mexico.

Weight LCa ACa LO AO LCu ACu LCor ACruz CPe CBa PF1 ASL LPi PCn
Weight  1.000
LCa 0;2233 1.000
aca 0478 063
0.4786 0.4416 0.2941
LO b H%% *% 1000
0.4517 0.4796 0.2840 0.6579
AO B Bz *% b 1'000
0.7376 0.5345 0.2993 0.3678 0.3453
Lcu b H%4 *% *% bz 1000
0.7581 0.6150 0.2809 0.3813 0.2924 0.5156
ACu B L * *¥ *% B 1'000
0.8013 0.5800 0.2501 0.4089 0.5549 0.5045 0.6351
Lcor b %% * K4 b b H%% 1'000
0.5068 0.3154 0.2203 0.1242 0.1880 0.4325 0.3557 0.3407
ACI‘uZ L *3% * L *% B 1'000
NS NS
0.9248 0.6783 0.4431 0.3886 0.4065 0.6699 0.7679 0.7525 0.4944
CPe b H%% b E Ed b H%% H%% %% 1'000
0.8144 0.6445 0.4297 0.4051 0.3794 0.4296 0.7594 0.6872 0.4317 0.8508
CBa e L e E E ez P P B L 1'000
0.6887 0.4839 0.3420 0.3203 0.1815 0.4497 0.6686 0.4954 0.4740 0.7022 0.7109
PFI b *%3% *% *% NS b H%% H%% H%% *%3% H%H 1000
0.7450 0.5009 0.3420 0.3057 0.3685 0.5556 0.5915 0.5794 0.5733 0.7017 0.6981 0.6558
ASL B L *% E HF B L P H4 R L B 1 'OOO
. 0.7840 0.5169 0.3259 0.3890 0.2683 0.6793 0.6004 0.5981 0.4130 0.7637 0.5842 0.6119 0.6504
LPI H%H H%% *% K4 * b H%% *%% H%% H%% H%H b H%4 1'000
0.5724 0.2875 0.1374 0.3753 0.3199 0.2897 0.6161 0.4574 0.2251 0.5095 0.6117 0.4721 0.4774 0.4519
PCn B *3% NS e HNF *3% P s * B e e R HNF 1 'OOO

NS= Not significant; *p < 0.05; **p<0.001; **p <0.0001; LCa= face length; Aca=face width; LO= ear length; AO= ear width; LCu=neck length;
Acu= neck width; LCor= body length; ACruz= withers height; CPe= chest circumference; CBa= barrel circumference; PFl= flank depth;
ASL= sacro-lumbar height; LPi= leg length; PCn= cane perimeter.

CONCLUSIONS
A significant effect of coat color, sex and age on body composition was found, which

is directly related to better body development. Therefore, this information could be

used as a basis for the implementation of replacement selection schemes, to establish

feeding management schemes to optimize kid production, or to investigate genetic

improvement strategies at early ages.

These results are relevant because they may have practical implications in the

development of selection criteria for replacement animals and specific criteria for the

marketing of kids for slaughter, thus being able to negotiate a better price for the

producer. However, more detailed studies must be conducted to find out whether
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this better development is indeed attributable to these variables or to genetic or
environmental factors.
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RESUMEN
El objetivo fue evaluar el efecto del color de capa, sexo y edad sobre la composicion corporal en
cabritos locales del norte de México. Se eligieron 83 cabritos locales de entre 1 y 30 dias de edad.
Se asignaron a grupos de acuerdo con el color de capa (oscuro y claro), sexo (machos y hem-
bras) y seguin su edad (1=1 a 10; 2=11 a 20 y 3=21 a 30 dias). Se evalu¢ la pigmentacion de piel,
pezufas, mucosas, caracteristicas morfoestructurales, peso vivo y 14 medidas zoométricas. Se
encontr6 un fenotipo predominante de animales sin mamelas, barba, sin pigmento en la piel y
pezufas, con cuernos, orejas horizontales y mucosas pigmentadas. Se encontraron los mayores
valores (p < 0.05) en cabritos oscuros para peso vivo (PV), largo y ancho de cuello (LCue, ACue),
circunferencia de pecho (CPe) y profundidad de flanco (PFl). En cabritos claros se observo el
mayor valor (p < 0.05) en longitud de oreja (LO). Al considerar el sexo, los mayores valores (p <
0.05) se encontraron en machos en todas las variables, excepto, largo y ancho de cara (LCa, ACa)
y ancho de orejas (AO), altura a la cruz (ACruz), PFl y altura sacrolumbar (ASL), mismas que
no fueron diferentes (p > 0.05). Al considerar edad, los mayores valores se encontraron en todas
las variables en favor del grupo 3. Todas las variables se correlacionaron de manera positiva y
significativa. Las variables que presentan mayor magnitud de cambio en los primeros 20 dias de
edad son PV (+40 %), LCa, LCor, CPe (+15 %) y LCue, ACruz, PFl, longitud de pierna (+10 %),
mientras que entre 20 y 30 dias de edad la magnitud del cambio disminuye de manera general.
Se concluye que el color de capa, sexo y edad influyen en forma significativa en la composicion
corporal de cabritos locales del norte de México, lo cual puede tener implicaciones en la selec-

cién y comercializacion de los mismos.

Palabras clave: Perfil biométrico, fenotipo, cabras, zonas aridas.
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INTRODUCCION

En paises en desarrollo es comtin que la produccién de caprinos se realice a través
de sistemas de produccion de subsistencia, en areas rurales con baja productividad
y ligados al aprovechamiento de poblaciones de caprinos locales (Torres-Hernandez
et al., 2022). Dichas poblaciones son un importante reservorio de diversidad genética;
por lo que es necesario su conservacion a través de programas de desarrollo y manejo
que incremente la productividad en forma sostenible. Sin embargo, la falta de infor-
macion sobre las caracteristicas de la poblacion puede llevar a la subutilizacion y per-
dida de este valioso recurso genético (Sevane et al., 2018; Bedada et al., 2019).

Al respecto, en los tltimos afios se ha incrementado el interés por estudiar estas razas
adaptadas a sistemas de bajos ingresos, sobre todo, respecto a caracteristicas biomé-
tricas y fanerdpticas (Adenaike ef al., 2020). Algunos esfuerzos se han orientado en la
selecciéon de animales con base en el color de capa, debido a que es un caracter de facil
reconocimiento. Ademas, de acuerdo con la literatura tiene efecto sobre el compor-
tamiento productivo (Akis et al., 2012). Sin embargo, en caprinos criollos o locales, la
informacion disponible en este topico ain es escaza, debido a que esta caracteristica
no puede medirse con base en una escala (Tyasi et al., 2022; Becerril et al., 1996). No
obstante, la evidencia sugiere que se relaciona de manera directa con la eficiencia pro-
ductiva (Fonseca et al., 2016) y, por lo tanto, el estudio de esta caracteristica se hace
necesario, sobre todo, en estos sistemas de subsistencia, donde la disponibilidad de
informacion productiva de los rebafos es una limitante seria (Moyao-Ariza et al., 2022,
Torres-Herndndez et al., 2020). Por lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar el
efecto del color de capa y sexo sobre la composicion corporal, asi como la magnitud de
los cambios en el desarrollo corporal cuando se considera la edad en cabritos locales
lactantes del norte de México.

MATERIALES Y METODOS

Todos los métodos y manejo de animales utilizados en el estudio estuvieron apegados
a los lineamientos para el uso ético, cuidado y bienestar de animales utilizados en
investigacion de acuerdo con normas internacionales (FASS, 2010), Nacionales (NAM,
2002) e institucionales, a través del proyecto “Opciones tecnoldgicas para mejorar la
productividad del sistema extensivo caprino en el Norte de México” financiado por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.

El estudio se realizd en la region lagunera, en la porcién que comprende al estado de
Coahuila, México. Esta area se ubica entre las coordenadas 24° 22" Latitud Norte, y
102° 22’ de Longitud Oeste, con una altitud media de 1139 m y clima desértico, semi-
calido con invierno fresco y precipitacion media de 240 mm (Garcia, 1988).

Se eligieron 83 cabritos locales lactantes (42 machos y 41 hembras) nacidos entre los
meses de enero y febrero de 2022, con una edad entre 1y 30 dias, provenientes de un
nucleo de 205 vientres caprinos manejados bajo un esquema de pastoreo extensivo.
Este manejo consider6 la separacion de los cabritos de sus madres durante el pastoreo
por un lapso de 9 h d*! aproximadamente. Una vez que las cabras regresaron al corral
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de descanso, los cabritos se colocaron junto a sus madres para amamantarse. Durante
el dia los cabritos tuvieron acceso a agua ad libitum.

Los cabritos fueron asignados a dos grupos de acuerdo con el color de capa y sexo
(oscuro [n=33; cuando mas del 50 % de la capa fuera de color oscuro-negro, café, cha-
moisse]; claro [n= 50; cuando mas del 50 % de la capa fuera de color claro-blanco,
crema, gris]) y a tres grupos segun edad [1(n=32): de 1 a 10; 2(n=29) 11 a 20 y 3(n=22):
21 a 30 dias de edad].

Se considerd la pigmentacion de piel, pezufias y mucosas y caracteristicas morfoes-
tructurales como orientacion de orejas, presencia de mamellas, barba y cuernos, ade-
mas de peso vivo (PV) y 14 mediciones zoométricas. Todas las medidas se registraron
con cinta métrica suave (Selanusa, México). PV fue tomado en ayunas con una bascula
electrénica colgante con capacidad de 45 kg+5 g (Metrology, Nuevo Leon, México).
Las medidas zoométricas fueron (Figura 1): longitud de cara (LCa-1), ancho de cara
(ACa-2), longitud de orejas (LO-3), ancho de orejas (AO-4), longitud de cuello (LCu-5),
ancho de cuello (Acu-6), longitud corporal (LCor-7), altura a la cruz (ACruz-8), circun-
ferencia de pecho (CPe-9), circunferencia de barril (CBa-10), profundidad de flanco
(PF1-11), altura sacrolumbar (ASL-12), longitud de pierna (LPi-13), perimetro de cafha
(PCn-14) (Moyao-Ariza et al., 2022).

Figura 1. Variables zoométricas consideradas para evaluar la composicion morfoestructural en
cabritos locales lactantes del norte de México.

Se analiz6 la magnitud del desarrollo que presentan los animales en los diferentes gru-
pos de edad, es decir, se cuantifico el desarrollo que presentan cada pieza anatdmica
del animal, pues estas no tienen la misma velocidad de crecimiento, por ello, se pro-
pone este analisis para identificar puntos criticos crecimiento en cabritos en desarrollo.
Este analisis cuantifica el cambio que existe en las medidas zoométricas de cabritos de
cada grupo de edad y se expresa en porcentaje.
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El analisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete estadistico SAS v.9.4. (2008) Se
obtuvieron estadisticas descriptivas e inferenciales para los rasgos cualitativos. Para
los rasgos cuantitativos, se utilizé un modelo de efectos fijos, con un disefio comple-
tamente al azar, con el procedimiento GLM y se realiz6 un analisis de correlacion de
Pearson, para conocer el grado de asociacion entre variables.

La estructura del modelo fue:

Yijkl = ‘U + CPi+ sj+ Ek+ CPz ) S] ) Ek+ Eijkl

Donde: Y,,: peso 0 medida zoométrica considerada; yi: constante que caracteriza a la
poblacion; CP;: efecto fijo del i-ésimo color de capa (i=1,2), S;: efecto fijo del j-ésimo
sexo de los cabritos (j =1,2), E,: Efecto fijo de la k-esima edad del cabrito (k=1,2,3); CP,*
S]. * E,: Efecto de las interacciones dobles o triples; Eijkl: error aleatorio, el cual se supuso
normalmente distribuido con media cero y varianza comun.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 muestra las frecuencias absolutas y relativas para caracteristicas mor-
foestructurales y faneropticas. Se encontr6 un fenotipo predominante de animales sin
mamelas, barba, sin pigmento en la piel y pezufas, con cuernos, orejas horizontales y
mucosas pigmentadas. Los resultados encontrados son similares a los reportados por
Sheriff et al. (2021), para cabritos Arab y Oromo respecto de caracteristicas morfoes-
tructurales. Asimismo, la diversidad observada es considerada como “Mosaico Lagu-
nero”, el cual es un fenotipo no definido, caracteristico en animales cruzados (Amills
et al., 2017; Moyao-Ariza et al., 2022).

Cuadro 1. Frecuencias absolutas (FA) y relativas (FR) para caracteristicas fanerépticas y morfoes-
tructurales en cabritos locales lactantes del norte de México.

Variable FA FR Variable FA FR Variable FA FR
Mamelas Barba Cuernos

Presente 25 0.30 Presente 0 0.00  Presente 71 0.86

Ausente 58 0.70 Ausente 83 100.00  Ausente 12 0.14

Pigmentacién en:

Piel Pezunas Mucosas
Presente 30 0.36 Presente 33 0.40 Presente 50 0.60
Ausente 53 0.64 Ausente 50 0.60 Ausente 33 0.40

Orientacion de orejas

Horizontal 39 0.47
Colgantes 19 0.23
Erectas 25 0.30
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Respecto a la composicion morfoestructural debida al color de la capa (Cuadro 2), los
mayores valores (p < 0.05) se encontraron en cabritos oscuros para las variables PV,
LCue, ACue, CPe y PFl; mientras que para cabritos claros solo se encontraron diferen-
cias (p < 0.05) en LO. El resto de las variables consideradas, no mostraron diferencias
debidas al color de la capa (p > 0.05). Nuestros resultados pudieran sugerir origen
europeo de los animales de esta poblacion (Lanari et al., 2019), sin embargo, esto no
es concluyente. Por otra parte, los resultados obtenidos coinciden con los encontrados
por Mia et al. (2018) y Choudhury et al. (2012), quienes sefialan que animales oscuros
son significativamente mas grandes en la poblacion de cabras negras bengalies. Asi
mismo, Daramola y Adeloye (2008) y Getachew et al. (2020), concluyeron que animales
oscuros crecen mas rapido y presentan mayores ganancias de peso en comparacion
con los animales de colores claros. Esta informacion es interesante, ya que, a partir de
las conclusiones y hallazgos obtenidos, se pueden desarrollar criterios de seleccion
especificos, tal como se ha encontrado en especies como camélidos, que rigen la selec-
cion con bese en el color de capa, debido a que se ha observado un efecto de mayor
jerarquia en animales de colores oscuros (Iglesias- Pastrana ef al., 2021).

Table 2. Mean * standard error for zoometric characteristics according to coat color in local lactating
kids from northern Mexico.

Variable Oscuros Claros C.V. Valor de p
Peso vivo (kg) 5.598+0.26 5.185+0.24 15.40 <0.0001
Longitud de cara (cm) 10.75+£0.23 10.71+0.28 12.37 0.5801
Ancho de cara (cm) 6.97+0.17 6.87+0.24 20.17 0.8189
Longitud de oreja (cm) 10.14+0.31 11.04+0.24 14.02 0.0005
Ancho de oreja (cm) 4.91+0.09 5.04+0.09 10.82 0.3382
Longitud de cuello (cm) 20.29+0.43 19.23+0.46 9.79 0.0159
Ancho de cuello (cm) 19.83+0.33 18.79+0.31 7.23 0.0417
Longitud corporal (cm) 38.58+0.78 38.00+0.80 9.66 0.5086
Altura a la cruz (cm) 40.11+0.59 38.01+0.87 13.13 0.5569
Circunferencia de pecho (cm) 39.12+0.70 37.26+0.73 6.36 0.0461
Circunferencia de barril (cm) 38.56+0.87 37.53+0.82 10.36 0.9966
Profundidad de flanco (cm) 15.09+0.49 13.86+0.37 15.16 0.0427
Altura Sacro-Lumbar (cm) 39.94+0.55 38.88+0.60 7.45 0.8954
Longitud de pierna (cm) 17.43+0.29 16.83+0.33 7.95 0.3954
Perimetro de cafia (cm) 6.36+0.07 6.28+0.10 7.46 0.7700

Por otra parte, al considerar el sexo de los cabritos (Cuadro 3), los mayores valores
(p < 0.05) se encontraron en machos para las variables PV, LCue, ACue, LCor, CPe y
LPi. El resto de las variables evaluadas no fueron diferentes (p > 0.05). En este sentido,
los resultados obtenidos fueron acordes a lo esperado, y esto se puede explicar por el
hecho de que la hormona del crecimiento influye para un mayor desarrollo en machos
(Patel et al., 2019). Al respecto, Baenyi et al. (2020) y Akkol (2018), reportan diferencias
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Cuadro 3. Media + error estdndar para caracteristicas zoométricas, segiin sexo en cabritos
locales lactantes del norte de México.

Variable Machos Hembras C.V. p-Valor
Peso vivo (kg) 5.773+0.23 4.916+0.25 15.40 0.0095
Longitud de cara (cm) 10.74+0.19 10.72+0.33 12.37 0.6751
Ancho de cara (cm) 6.89+0.13 6.92+0.20 20.17 0.9576
Longitud de oreja (cm) 10.67+0.24 10.70+0.31 14.02 0.7087
Ancho de oreja (cm) 4.91+0.07 5.06:0.11 10.82 0.0560
Longitud de cuello (cm) 20.21+0.45 18.97+0.46 9.79 0.0443
Ancho de cuello (cm) 19.96+0.31 18.43+0.3 7.23 0.0488
Longitud corporal (cm) 39.23+0.78 37.21+0.8 9.66 0.0369
Altura a la cruz (cm) 39.25+1.03 38.43+0.54 13.13 0.5805
Circunferencia de pecho (cm)  38.84+0.78 37.14+0.70 6.36 0.0405
Circunferencia de barril (cm)  39.07+0.90 36.79+0.78 10.36 0.5831
Profundidad de flanco (cm) 14.69+0.42 13.99+0.43 15.16 0.5043
Altura Sacro-Lumbar (cm) 39.94+0.60 38.88+0.57 7.45 0.3330
Longitud de pierna (cm) 17.49+0.3 16.64+0.33 7.95 0.0450
Perimetro de cafa (cm) 6.54+0.09 6.11+0.08 7.46 0.1014

entre género, y donde, en general, los machos mostraron un mejor desarrollo corporal

en comparacion con las hembras.

Respecto a la edad de los cabritos, los resultados coincidieron con la expectativa de que

a mayor edad mayor valor en las variables morfoestructurales (Cuadro 4). Se encontrd

Cuadro 4. Media + desviacion estandar y magnitud del desarrollo (%) entre grupos de edad para caracteristicas zoométri-
cas, segun grupo de edad en cabritos locales del norte de México.

Grupo de edad
Variable 1 Magnitud ’ Magnitud 3 p-Valor
(%) (%)

Peso vivo (kg) 2.802+0.13¢ 40.8 4.730+0.13b 25.5 6.346x0.13a <0.001
Longitud de cara (cm) 8.55+0.23b 18.6 10.51+0.24a 8.4 11.48+0.21a <0.0001
Ancho de cara (cm) 6.00+£0.15b 8.8 6.58+0.13ab 9.9 7.30£0.23a 0.0154
Longitud de oreja (cm) 9.31+0.46b 6.8 9.99+0.28b 11.8 11.33+0.23a <0.0001
Ancho de oreja (cm) 4.57+0.16b 7.1 4.92+0.10ab 45 5.15+0.08a 0.0018
Longitud de cuello (cm) 15.06+0.33b 23.7 19.74+0.44a 6.3 21.06+0.30a <0.0001
Ancho de cuello (cm) 16.71+0.51c 7.3 18.02+0.28b 11.5 20.36+0.20a <0.0001
Longitud corporal (cm) 30.98+0.69b 18.8 38.13+0.70a 5.9 40.53+0.58a <0.0001
Altura ala cruz (cm) 34.66+0.62b 10.2 38.60+0.47a 4.1 40.23+0.84a 0.0056
Circunferencia de pecho (cm) 30.38+0.78c 16.6 36.41+0.46b 10.9 40.88+0.35a <0.0001
Circunferencia de barril (cm)  31.66+0.82¢ 9.7 35.08+0.55b 14.0 40.81+0.60a <0.0001
Profundidad de flanco (cm) 11.56+0.26b 11.3 13.04+0.39b 16.6 15.63+0.35a <0.0001
Altura Sacro-Lumbar (cm) 35.40+0.61b 3.6 36.73+0.14b 11.2 41.34+0.44a <0.0001
Longitud de pierna (cm) 14.13+0.24c 13.6 16.36+0.13b 10.2 18.22+0.20a <0.0001
Perimetro de cafia (cm) 5.99+0.13b 0.2 6.00+0.21b 8.3 6.54+0.07a 0.0003
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que los animales del grupo 3, presentaron los mayores valores (p < 0.05) en todas las
variables consideradas, aunque sin diferencia con algunas variables en animales del
grupo 2, mientras que los animales del grupo 1, presentaron los menores valores en
todas las variables consideradas. Esto coincide con el reporte de Akbar et al. (2021),
quienes sefialan que todas las medidas corporales se correlacionan positivamente res-
pecto de la edad, es decir, las medidas corporales seran mayores en animales de ma-
yor edad hasta llegar a edad y peso maduros, que es cuando el crecimiento cesa. Del
mismo modo, Akpa et al. (2013), encontraron que la edad influye significativamente
en el peso y la conformacion corporal. Por lo anterior, se ha sugerido que la investiga-
cion se centre en evaluar la relacion entre el peso y las medidas corporales a diferentes
edades (Assan, 2015), con la finalidad de identificar puntos criticos de atencién en el
desarrollo de los animales (Gomez-Osorio et al., 2017).

Asi mismo, la magnitud del cambio en el desarrollo corporal para cada una de las me-
didas morfoestructurales es mayor (superior al 10 % y hasta en 40 %) durante los pri-
meros 20 dias para las variables PV, LCa, LCue, LCor, ACruz, CPe, PFL y LPi. Mien-
tras que después de los 20 dias de edad, la magnitud del cambio en la estructura del
desarrollo corporal disminuye y el mayor desarrollo se observa en variables como PV,
LO, ACue, CPe, CBa, PFl, ASL y LPi. Ademas, durante los primeros 20 dias de edad, la
magnitud del cambio en las medidas corporales en promedio se encuentra en el rango
del 11 al 13 %, mientras que al pasar de los 20 dias y hasta los 30 dias de edad este
cambio disminuye de 9.5 a 10.5 %. Lo cual, se hace mas evidente en el peso corporal, ya
que disminuye de 41 % al 26 %. Esta informacién coincide parcialmente con el reporte
de Aktas ef al. (2015), quienes describen que la mayor tasa de crecimiento en cabritos
Turkos indigenas de pelo y Honamli se encuentran entre los 20-40 y 60-60 dias. Estos
hallazgos son sumamente interesantes, pues a partir de la identificacion de periodos
de crecimiento criticos, se pueden desarrollar e implementar estrategias de manejo
alimenticio que optimicen la productividad (Omotosho ef al., 2020). Asi mismo, a me-
dida que crece el animal se transforma, sus proporciones se modifican, tanto su con-
formacion interior como exterior. Estas transformaciones que ocurren en un animal,
considerado en conjunto, resultan del desarrollo simultaneo de todas sus partes, pero
en proporciones que individualmente varian. Al respecto, Hammond (1960) establecio
que los diferentes 6rganos, tejidos y piezas anatémicas del animal, no tienen la misma
velocidad de crecimiento en un momento dado, por ello, cada individuo presenta una
velocidad de crecimiento caracteristica segiin la edad y en un orden definido. Es decir,
los nutrientes absorbidos durante la digestion no se distribuyen uniformemente, sino
que se reparten siguiendo un régimen de estrictas prioridades y donde los distintos
tejidos alcanzan su maxima velocidad de crecimiento de acuerdo al siguiente orden:
nervioso, éseo, muscular y graso (Ayala-Vargas, 2018).

Finalmente, el Cuadro 5 muestra la matriz de correlaciones fenotipicas para carac-
teristicas corporales en cabritos locales lactantes. Al respecto, se encontré que todas
las variables se correlacionan de manera positiva y significativa, con excepcion de las
variables ACruz que correlaciona no significativamente con LO y AO, PFl con AO y
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Cuadro 5. Matriz de correlaciones fenotipicas para variables morfoestructurales en cabritos locales lactantes del norte de México.

Peso LCa ACa LO AO LCu ACu LCor ACruz CPe CBa PF1 ASL LPi PCn

Peso 1.000
LCa 0;2333 1.000
aca 0478 063y
0.4786 0.4416 0.2941
LO b b *% 1'000
0.4517 0.4796 0.2840 0.6579
AO E s *% B 1 OOO
0.7376 0.5345 0.2993 0.3678 0.3453
LCU b b *% *% H%4 1'000
0.7581 0.6150 0.2809 0.3813 0.2924 0.5156
Acu Ho s * *% *3% E 1 OOO
0.8013 0.5800 0.2501 0.4089 0.5549 0.5045 0.6351
LCOI‘ bz N4 * H%% H%3% E H%H 1000
0.5068 0.3154 0.2203 0.1242 0.1880 0.4325 0.3557 0.3407
ACI‘uZ E *% * NS Ns E *3% L 1 000
0.9248 0.6783 0.4431 0.3886 0.4065 0.6699 0.7679 0.7525 0.4944
CPe E K4 %% H%% H%% b H%H H%H b 1 000
0.8144 0.6445 0.4297 0.4051 0.3794 0.4296 0.7594 0.6872 0.4317 0.8508
CBa b E R B L b L B B B 1'000
0.6887 0.4839 0.3420 0.3203 0.1815 0.4497 0.6686 0.4954 0.4740 0.7022 0.7109
PFI Ed K4 *% *% NS Ed H%H H%% b b E 1'000
0.7450 0.5009 0.3420 0.3057 0.3685 0.5556 0.5915 0.5794 0.5733 0.7017 0.6981 0.6558
ASL b E *% P B E L L L B HHF E 1 '000
. 0.7840 0.5169 0.3259 0.3890 0.2683 0.6793 0.6004 0.5981 0.4130 0.7637 0.5842 0.6119 0.6504
LPI K4 N4 *% H%% * Ed H%H H%H b b E K4 K4 1 000
0.5724 0.2875 0.1374 0.3753 0.3199 0.2897 0.6161 0.4574 0.2251 0.5095 0.6117 0.4721 0.4774 0.4519
PCl’l b *% Ns B B *¥ e B * kX E HHF E b 1 '000

NS= No significativo; *p < 0.05; **p<0.001; ***p < 0.0001; LCa= longitud cara; Aca= ancho cara; LO= longitude oreja; AO= ancho oreja; LCu=
longitud cuello; Acu= ancho cuello; LCor= longitud corporal; ACruz= altura a la cruz; CPe= circunferencia pecho; CBa= Circunferencia
barril; PFl= profundidad flanco; ASL= altura sacro-lumbar; LPi= longitud pierna; PCn= perimetro cafa.

PCn con ACa. Estos resultados demuestran que estos animales en sus primeros dias
de desarrollo, tienen un crecimiento positivo superior al 12 % en todos los componen-
tes morfoestructurales y sin considerar el peso vivo. Estos resultados coinciden con los
reportes de Okpeku et al. (2011) y Akkol (2018), quienes indican que los coeficientes de
correlacion son positivos entre peso vivo y todas las medidas corporales, en particular,
cuando se relaciona PV con variables como ACruz, LCor, LCue, CPe en cabras Red
Sokoto, West African Dwarf y cabras de pelo.

CONCLUSIONES
Se encontr6é un importante efecto del color de capa, sexo y edad en la composicién
corporal, el cual esta directamente relacionado con un mejor desarrollo corporal. Por
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lo que esta informacion podria utilizarse como base para la implementacién de es-
quemas de seleccion de reemplazos, para establecer esquemas de manejo alimenticio
para optimizar la produccion de cabrito, o bien para investigar estrategias de mejora
genética a edades tempranas.

Estos resultados son relevantes debido a que pueden tener implicaciones practicas en
el desarrollo de criterios de seleccion para animales de reemplazo y criterios especifi-
cos para la comercializacidn de cabritos para plato, pudiendo con ello negociar un me-
jor precio para el productor. Sin embargo, estudios mas detallados deben conducirse
para encontrar si este mejor desarrollo es efectivamente atribuible a estas variables o
bien a factores genéticos o medioambientales.
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ABSTRACT
The preservation of native maize allows the selection of genotypes with forage potential in
specific regions. The objective of the present study was to evaluate the yield and chemical
composition of green forage and silage of 10 native and two commercial maize hybrids with
forage potential, under semi-arid conditions with irrigation. Genotypes were grouped according
to days to male flowering: early (80 days), intermediate (92 days) and late (111 days). Data
were analyzed in a randomized complete block design with four replications (Tukey; a = 0.05).
Intermediate and late maize had the greatest height, total dry matter yield (TDMY) and number
of leaves (p < 0.05). Late genotypes showed higher values in cob yield and senescent matter (p <
0.05). The genotypes Olotillo x Tuxpefio and Tuxpefio II outperformed the hybrids 2038DK and
P3966WP (3.50 and 9.24 Mg ha’, respectively) in TDMY (14.32 Mg ha, on average). Olotillo x
Tuxpefio and P3966WP presented similar crude protein values in green forage (81 g kg™; p >
0.05). However, when ensiled, the hybrid outperformed native corn by 22 % (92 vs. 75 g kg'; p
< 0.05). Late-cycle native maize had the highest cob yields (4.59 Mg ha) and after ensiling, the
ideal pH (<3.9) and °Brix (8.5) values. The native genotypes Tuxpefio I, Olotillo x Ratén, Olotillo
x Tuxpefio and Tuxpeno II could be used in breeding programs to select materials with potential

for forage production and conservation.

Keywords: Zea mays L., forage conservation, morphological components, °Brix, pH.

INTRODUCTION

In Mexico, the genetic variability of maize (Zea mays L.) is a fundamental part of the
contribution to future food security. This is due to the variability derived from the
selection carried out by farmers, which allows the use of physiological characteristics
in genetic improvement programs to obtain the desired objectives (Rivas et al., 2020).
In the Altiplano Tamaulipeco there are native maize populations that have been
selected by producers, mainly for their adaptation to semiarid conditions and grain
yield (Gonzalez-Martinez et al., 2018).
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About 65 % of maize production is destined for animal feed, and this has various uses:
as silage, grain, post-harvest residue and green consumption (Perales et al., 2019). With
this crop, green forage yields of up to 55.5 Mg ha™ are obtained (Granados-Nifio ef al.,
2022), which increases the animal load and consequently improves the productive
efficiency per hectare (Sah et al., 2018).

Maize forage should be utilized when a balance is reached between dry matter
yield and the highest amount of digestible nutrients, which is when values close to
30 % of dry matter are reached and the grain is %2 and %5 in the milk line. Thus, at
such stage the highest forage digestibility and amount of soluble carbohydrates are
reached (Gonzalez et al., 2006). When considering these criteria, it has been estimated
that contents of 88, 270, 229, 431, 225 and 49 g kg of crude protein, starch, soluble
carbohydrates, neutral detergent fiber, acid detergent fiber and ash, respectively, are
obtained (Liu et al., 2021). Furthermore, net lactation energy values range from 1.09 to
1.55 Mcal kg of dry matter (Robles-Jimenez et al., 2021).

Improved seeds are currently used for maize forage production, with which grain and
forage yields have increased. However, these available genotypes may not thrive in the
future as a result of climate change, since a combination of biotic (higher temperature,
water deficiency) and abiotic (pest and pathogen attack) factors would significantly
reduce production (Malhi et al., 2021). Native maize is a source of germplasm from
which genotypes with improved tolerance mechanisms against environmental
stressors could be obtained (Robles-Jimenez et al., 2021). Those native genotypes are
indeed adapted to the specific environmental conditions prevailing where they are
grown and of course with a lower investment. Native maize, under conditions of water
deficiency stress, has shown higher forage yields and tolerance to pests compared to
hybrids or improved varieties (Godina et al., 2020). Furthermore, native maize is a
viable alternative for use as silage because it increases milk production per hectare
and per ton of dry matter compared to hybrid maize (Robles-Jimenez et al., 2021). The
objective of the present study was to evaluate the yield and chemical composition
of green forage and silage of native and hybrid maize with forage potential under
semiarid conditions in Tula, Tamaulipas, Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Location of the experiment
The study was conducted under irrigated conditions, during the spring-summer cycle
in 2017, within the facilities of CBTA 117 “Juan Baez Guerra”, Ejido Tanque Blanco,
municipality of Tula, Tamaulipas, Mexico (22° 54" 28.84” N and 99° 47" 40.22” W, at
an altitude of 1086 m). The climate is classified as semi-warm dry (BS hw), with an
average annual temperature of 19.9 + 7.8 °C and accumulated annual precipitation
between 400 and 450 mm (Vargas et al., 2007).
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Genetic material

Twelve maize genotypes were evaluated: 10 native and two commercial maize hybrids
as controls (Table 1). The native maize was selected from 91 maize populations that
Gonzalez-Martinez et al. (2018) collected in the Altiplano Tamaulipeco and classified
racially (Table 1). For this study, those genotypes selected had forage characteristics,
whose values in plant height, stem thickness, number, length and width of leaves
were greater than the average of the 91 populations. Maize genotypes were grouped
as early (80 d), intermediate (92 d) and late (111 d) according to the number of days
from sowing to male flowering (Mufioz, 2005).

Table 1. Genotype groups and origin of native and hybrid maize (Zea mays L.)
evaluated in Tula, Tamaulipas, Mexico.

Origin (Municipality
Group Genotype /Company)
Tuxpeno Nortefio x Celaya Tula
Raton x Olotillo Jaumave
Ratén x Tuxpefo Jaumave
Early
(80 DMF) 2038DK DEKALB®
Ratén Tula
Chalquernio x Tuxpefio Palmillas
P3966W PIONEER®
. Tuxpertio I Tula
g;elgnl\‘/fgate Olotillo x Ratén Tula
Olotillo x Tuxpeno Jaumave
Late Tuxpeno II Ocampo
(111 DMEF) Tuxpefio x Olotillo Ocampo

DME: Days to male flowering.

Treatments and experimental design
The 12 maize genotypes were evaluated under a randomized complete block design
with four replications per treatment. The experimental plot size was two 5 m long
furrows. The row and plant spacing was 0.80 and 0.25 m, respectively.

Crop establishment and management
Land preparation was carried out in accordance with the technological package for
corn production in the central and southern zones of the state of Tamaulipas. This
consisted of two passes of harrowing and furrowing. Planting was done manually
under pre-sowing irrigation conditions (sheet of approximately 0.30 m). Three
seeds were deposited per stroke, and at 14 days after sowing (DAS), a thinning was
performed leaving one plant to obtain a density of ca. 50,000 plants ha™ according to
the recommendations of the technical agenda for southern Tamaulipas in the planting
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of rainfed corn (INIFAP, 2017). At 35 and 70 DAS, two gravity irrigations were applied
(sheet of approximately 0.30 m). Weed control was carried out manually. During the
evaluation, the presence of fall armyworm (Spodoptera frugiperda) was controlled with
an application of Chlorantraniliprole 20 % (80 mL ha™).

Variables evaluated

After 15 days of female flowering, corn grain was at a stage of maturity between %2 and
% of the milk line and forage was harvested from manually at 20 cm above ground
level (Gonzalez et al., 2006). Before harvesting the forage, plant height (PHE; m) was
measured from ground level to the flag leaf node on two randomly selected plants in
each of the plots and the number of leaves (NL) was counted. In each experimental
plot, all forage present in two linear meters (20 cm from the ground) was harvested,
weighed and a green forage sample was taken from six plants. The sample was
separated into morphological components and dried in a forced air oven at 65 °C to
constant weight after 72 h. Each component was weighed before and after drying and
subsequently the yield (Mg ha™) of: leaf (LY), stem (SY), ear (EY) and dead matter
(DMY) was calculated; the sum of these was expressed as the total dry matter yield
(TDMY) (Elizondo and Boschini, 2002; Joaquin et al., 2022).

For the preparation of the silage, five complete plants were randomly selected in each
plot and cut into 1 to 2 cm pieces. Subsequently, the harvested forage was deposited
in polyvinyl chloride [PVC (& 6” and 40 cm long)] microsilage with a capacity of 7.3
L and a lid at one end (Joaquin et al., 2022). The forage was compacted to eliminate
the air present inside the microsilage and was sealed with two layers of polyethylene
plastic. The microsilage were placed under cover for 65 days. Subsequently, a silage
sample was taken and the chemical composition was determined. For the analysis of
chemical composition, the six genotypes with the highest TDMY were selected. In both
forage and silage, the following were determined: the content (g kg™) of crude protein
(CP), crude fiber (CF) and ash (AOAC, 2019). For silage characteristics, dry matter
content (%), pH and soluble carbohydrates (°Brix) were determined (Bravo-Martins et
al., 2006). To determine the percentage of dry matter of the silage, a sample of about
300 g was taken from each microsilage and dried in a forced air oven at 70 °C, for 72
h. To determine the pH of the silage, a 25 g sample of each microsilage was used and
deposited in a 500 mL beaker, then 250 mL of distilled water was added and shaken
every 2 min for 10 min and the reading was taken using a potentiometer (HI98130,
Hanna Instruments®). For soluble carbohydrate content (°Brix), a silage sample was
taken, and a drop of liquid was extracted by pressure and deposited in a refractometer
(2806, Spectrum Technologies, Inc.).

Statistical Analysis
Data were analyzed by analysis of variance with the GLM procedure of SAS/STAT®
(SAS Institute, Inc., 2002) based on a randomized complete block design with four
replications. Comparison of treatment means was performed using Tukey’s test (a =
0.05).
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RESULTS AND DISCUSSION

Plant height and forage yield
Late (Tuxpefo II and Tuxpefio x Olotillo) and intermediate (Olotillo x Tuxpefo,
Tuxpetio I and Olotillo x Ratéon) maize genotypes outperformed native early and
commercial hybrids by 27 and 63 % in PHE, respectively (p < 0.05; Table 2). Heights
similar to that of this study (2.21 m) in native genotypes, and greater in comparison
with commercial hybrid genotypes have also been reported (Mufioz-Tlahuiz et al.,

Table 2. Plant height, dry matter yield and morphological components in native and hybrid maize (Zea mays
L.) genotypes in Tula, Tamaulipas, Mexico.

Genotype PHE NL TDMY LY SY EY DMY
(m) (Mg ha")

1 Tux Norteno x Celaya* 1.73 b* 10.3 a 5.28 bc 215cd 232c 0.80 f 0.00d
2 Raton x Olotillo* 1.82b 10.5 a 6.65 bc 237 ¢ 2.81 ¢ 122 e 0.25 ab
3 Raton x Tux* 1.77 b 95a 6.59 bc 2.07 cd 2.59 ¢ 144 de 049 a
4 2038DK* 1.28 ¢ 95a 3.50 ¢ 138 e 0.98 d 112 e 0.02 ¢
5 Raton* 1.61 bc 10.3 a 6.39 bc 229 ¢ 221 c¢ 1.80 d 0.09 ¢
6 Chalquefio x Tux* 1.62 bc 95a 584bc  195d 1.54 ¢ 232cd 0.03c
7 P3966WP* 1.38 ¢ 103 a 9.24 abc  2.69 ¢ 2.66 ¢ 3.85 bc 0.04 ¢
8 TuxI** 2.17 a 128 a 12.62 ab 3.74 ab 6.87 b 1.85d 0.17 b
9 Olotillo x Ratén** 213 a 11.8 a 10.62 abc  3.01bc 4.62d 3.00 ¢ 0.00 d
10 Olotillo x Tux** 223 a 115 a 16.49 a 4.26 a 773 a 433 Db 0.17 b
11 Tux II*** 2.23 a 11.0 a 1593 a 3.29b 691 b 5.09 a 0.65 a
12 Tux x Olotillo*** 211 a 12.0 a 12.71 ab 2.85 bc 5.58 ¢ 4.09 be 0.19 b

*Early, *Intermediate, ***Late. PHE: plant height, NL: number of leaves per plant, TDMY: total dry matter
yield, LY: leaf yield, SY: stem yield, EY: cob yield, DMY: senescent matter yield, Tux: Tuxpefio ‘Means with
different letters in each column indicate significant statistical difference (Tukey, a =0.05).

2013). These differences can be attributed to the adaptation of these genotypes to the
environment where they have developed. Increases in plant height coincide with
higher dry matter yield, an important parameter to consider in forage genotypes
(Elizondo and Boschini, 2002).

In our study, the native maize genotypes evaluated showed wide variability in TDMY
(p < 0.05). The most outstanding genotypes were Olotillo x Tuxpefio, Tuxpeno II,
Tuxpefio x Olotillo, Tuxpefio I and Olotillo x Ratén, whose values ranged from 9.24 to
16.49 Mg ha (Table 2). In another study in the center of the state of Tamaulipas at an
altitude of 193 m, native genotypes presented yields of up to 10.66 Mg ha' (Joaquin et
al., 2022), 19 % less than the average obtained in this experiment in the southwest of the
state. Such response could be attributed to the fact that the genotypes evaluated in both
experiments are from the region known as the Altiplano Tamaulipeco, characterized
by altitudes higher than 1000 m, and therefore they showed better adaptation and
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development in this environment. The commercial hybrid 2038DK showed 75 % less
TDMY, which was related to a lower PHE, a characteristic of some improved varieties
and hybrids compared to native genotypes (Godina et al., 2020; Joaquin et al., 2022).

Morphological composition

No statistical difference was found among genotypes evaluated for NL (p >0.05), whose
values ranged from 9.5 to 12.8 (Table 2). This characteristic is not determined by external
environments, so NL must be genetically defined (Rodriguez ef al., 2016). The LY was
different among the genotypes evaluated (p < 0.05), the late corn Olotillo x Tuxpefio
and Tuxpeno I presented the highest values of LY (p > 0.05); which were 49 and 90 %
higher than the commercial hybrids P3966WP and 2038DK, respectively (Table 2). The
early-cycle genotypes Raténx Olotillo, Raténx Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio x Celaya,
Raton and Chalquefio x Tuxpeno, presented the lowest SY, with averages of 2.29 Mg
ha'. As plants present late cycles, PHE, LY and SY increase (Sanchez-Hernandez et
al., 2021). The precocity of the populations is established by the microenvironments
to which the populations are exposed. Depending on the altitude, temperature and
humidity also vary, which in turn influences the duration of the phenological stages,
specifically on days to female flowering (Ortega et al., 2010). Native maize genotypes
display higher yields of leaf and stem components compared to hybrid genotypes that
exhibit higher leaf-to-stem ratio (Mufioz-Tlahuiz et al., 2013; Godina et al., 2020). This
leaf-to-stem ratio determines forage quality, since the higher the leaf-to-stem ratio, the
higher the crude protein content in the forage (Amador and Boschini, 2000; Joaquin et
al., 2022).

The genotype Tuxpenio II presented the highest EY (p < 0.05), which was 32 % higher
than the commercial hybrid P3966WP (Table 2). The Olotillo x Tuxpefio and Tuxpefio x
Olotillo genotypes showed a similar EY to P3966WP (p > 0.05). These genotypes could
be ensiled without the addition of some soluble carbohydrate source, since maize
genotypes with forage potential should have around 38 % EY (Zaragoza-Esparza et
al., 2019). This ensures acetic and lactic acid fermentation, improves neutral detergent
fiber dilution and increases forage digestibility (Liu et al., 2021). Tuxpefio Il and Raton
x Tuxpefio had the highest DMY; while no senescent leaf material was observed in
Olotillo x Raton and Northern Tuxpefio x Celaya (p < 0.05; Table 2). These differences
are due to the fact that some genotypes showed a decrease in the leaf:stem ratio due
to partial senescence of the basal leaves (Amador and Boschini, 2000). Furthermore, as
soon as the leaf senescence process occurs, forage quality begins to decrease. In order
to counteract such effect, cutting heights of up to 45 cm are proposed, leaving the less
digestible part on the ground (Gonzélez et al., 2005), which in turn educes the contents
of neutral and acid detergent fiber and increases the proportion of cob to TDMY.

Forage and silage chemical composition
The CP content of the forage at harvest varied among the genotypes evaluated. The
maximum values (p < 0.05) were presented in P3966W, Tuxpefio I, Olotillo x Ratén
and Olotillo x Tuxpenio, whose values ranged between 81 and 85 g kg (Table 3). These
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Table 3. Crude protein, crude fiber and ash content in forage and silage of native and
hybrid maize (Zea mays L.) in Tula, Tamaulipas, Mexico.

Maize genotype Crude protein Crude fiber Ash
gkg’
Forage
P3966W* 82 ab' 300 d 85 b
Tuxpefio I** 81 ab 302 d 87 a
Olotillo x Ratén* 85a 328 ab 81c
Olotillo x Tuxpeno** 81 ab 312 cd 82c
Tuxpeno II*** 77 bc 339 a 80 cd
Tuxpefio x Olotillo*** 73 ¢ 322 be 79d
Silage
P3966W* 92 a 310 a 81c
Tuxpefio I** 93 a 284 b 92a
Olotillo x Ratén* 92 a 241d 82c
Olotillo x Tuxpenio** 75 ¢ 250 cd 73 d
Tuxpefio II*** 78 be 254 ¢ 83 bc
Tuxpefio x Olotillo*** 79b 245 cd 85D

*Early, *Intermediate, ***Late. *Within columns and by forage and silage, means with
different letters indicate statistically significant difference (Tukey; a = 0.05).

CP results were higher than those reported by Fuentes et al. (2001) at 130 DAS, who
reported 75 g kg'. This difference may be due to the phenological stage of the plant,
and the climatic conditions under which the crop was grown. It has been noted that
the chemical composition of maize is affected by environmental factors (Loucka et al.,
2015). The CP values in forage and silage of all genotypes evaluated were greater than
73 g kg, so that, when used as feed in ruminants, they could efficiently take advantage
of the energy included in cellulose and hemicellulose. For rumen microorganisms to
have adequate activity and digest the fiber, it has been reported that the CP content of
forage must be >70 g kg™ (Lazzarini et al., 2009).

CF consists mainly of structural carbohydrates such as cellulose and hemicellulose,
which are metabolized by rumen microorganisms, first degraded to glucose and then
to volatile fatty acids (VFAs): acetic, butyric and propionic acids (Church et al., 2007).
The volatile fatty acids provide about 70 % of the metabolizable energy required by the
ruminant (Bergman, 1990). Under our experimental conditions, significant differences
were found among genotypes for CF content (p <0.05; Table 3). The genotypes Tuxpefio
IT and Olotillo x Ratén had the highest values (339 and 328 g kg™, respectively). In the
ensiled materials, the early-cycle hybrid maintained the CF content, while in native
maize it decreased (18 %) after the fermentation process. This can be attributed to
a higher proportion of cob to total yield, which increases energy content and thus
decreases crude fiber and consequently increases in vitro digestibility of forage dry
matter (Liu et al., 2021).
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Native maize Tuxpeno I presented the highest ash content, both in fresh forage and
silage, with 87 and 92 g kg (p > 0.05; Table 3). These results were superior to those
reported by Jiménez-Leyva et al. (2016) in evaluating a commercial maize hybrid, who
found variations in ash content from 71 to 58 g kg* between 103 and 135 DAS. In
native maize, it has been determined that ash concentration decreases after 80 DAS
(Amador and Boschini, 2000). High ash contents are indicators of high concentrations
of minerals present in the soil, which can affect plant development and decrease as
plant growth occurs (Ruiz and Armienta, 2012). Trace minerals such as Ca, Fe, P, Se,
Zn, Mn, Cu and Co can be found in ashes, which are necessary to form cellular proteins,
coenzymes and enzymes involved in ruminal processes (Durand and Komisarczuk,
1988). Therefore, their deficiency affects VFAs production, fiber digestibility and feed
digestion (Church et al., 2007).

Silage characteristics

Among the genotypes and groups evaluated, no significant statistical difference was
found for pH (p > 0.05; Table 4). The average value was 3.8, which indicates that the
ensiling process was adequate. Lactic acid producing bacteria, such as Lactobacillus
spp., Pediococcus spp., Enterococcus spp., Lactococcus spp., and Streptococcus spp.,
develop better at pH values of 4.0 to 5.0 (Garcés et al., 2004; Church et al., 2007).

These pH levels are obtained when the silage contains between 30 and 35 % dry matter
and by maintaining this percentage, pH levels are maintained over time, remaining
also, the chemical composition and fermentation of the forage (Loucka et al., 2015). For
soluble carbohydrate content (°Brix), the intermediate genotype Olotillo x Tuxpefio
had the highest value (p < 0.05), followed by Olotillo x Ratén, Tuxpefio Il and Tuxpefio
x Olotillo (Table 4). These results are different and superior to those obtained by

Table 4. Silage characteristics of native and hybrid maize (Zea mays L.) genotypes
in Tula, Tamaulipas, Mexico.

Maize genotype pH °Brix Dry matter (%)
1  Tuxpefio Nortefio x Celaya* 3.8 a' 75 ¢ 19.4 bc
2 Ratdn x Olotillo* 39 a 6.0 d 204 b
3 Ratén x Tuxpeno* 38 a 75 ¢ 23.8 ab
4  Hybrid 2038DK* 38 a 6.5 d 174 ¢
5 Ratén* 39 a 6.5 d 204 b
6 Chalquefio x Tuxpefio* 40 a 75 ¢ 21.4 ab
7  Hybrid P3966W* 39 a 6.5 d 20.0 bc
8  Tuxpeno I** 38 a 7.0 cd 209 b
9 Olotillo x Ratén** 37 a 85 b 27.7 a
10 Olotillo x Tuxpefio™ 38 a 95 a 26.0 a
11  Tuxpefio II*** 3.7 a 85 b 278 a
12 Tuxpeno x Olotillo*** 38 a 85 b 232 ab

*Early, **Intermediate, ***Late. ‘"Means with different letters within columns
indicate significant statistical difference (Tukey; a = 0.05).
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Do et al. (2012), who when evaluating the silage of maize hybrids in the milky and
doughy state, reported values of 4.3 and 4.9 °Brix, respectively. In sugarcane silage
with values of 21 °Brix, it has been reported that adequate microbial fermentation
activity occurs (Bravo-Martins et al., 2006). However, it has been mentioned that for
wet forages a minimum of 6 °Brix is required, therefore, the values of °Brix found
in the maize genotypes in the present study are appropriate to achieve an adequate
lactic fermentation (Garcés et al., 2004). The dry matter content of the silage showed an
increase as time to harvest increased, with contents up to 27.8 % for late cycle Tuxpefio
II (Table 4). In this regard, different cutting dates have been evaluated and dry matter
showed an increase, with optimum values between 26 and 37 % for adequate silage
between 123 and 131 DAS (Jiménez-Leyva et al., 2016).

CONCLUSIONS
Native maize can be an option for forage production in the semiarid region of Mexico.
According to total dry matter yields and crude protein content, the genotypes Tuxpefio
I, Olotillo x Ratén, Olotillo x Tuxpefo and Tuxpefo II could be used in breeding
programs to select materials with potential for forage production and conservation.
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RESUMEN
La preservacion de maices nativos permite la seleccion de genotipos con potencial forrajero en
regiones especificas. El objetivo del presente estudio fue evaluar el rendimiento y la composi-
cion quimica de forraje verde y ensilado de 10 maices nativos y dos hibridos comerciales con po-
tencial forrajero en condiciones semiaridas con riego. Los genotipos se agruparon dependiendo
de los dias a floraciéon masculina: precoces (80 dias), intermedios (92 dias) y tardios (111 dias).
Los datos se analizaron en disefio de bloques completos al azar con cuatro repeticiones (Tukey;
a = 0.05). Los maices intermedios y tardios tuvieron la mayor altura, rendimiento de materia
seca total (RMST) y ntimero de hojas (p < 0.05). Los genotipos tardios presentaron valores su-
periores en rendimiento de mazorca y materia senescente (p < 0.05). Los genotipos Olotillo x
Tuxpeno y Tuxpeno II superaron en RMST (14.32 Mg ha?, en promedio) a los hibridos 2038DK
y P3966WP (3.50 y 9.24 Mg ha”, respectivamente). Olotillo x Tuxpefio y P3966WP presentaron
valores de proteina cruda similar en forraje verde (81 g kg™; p > 0.05). Sin embrago, al ensilarlos,
el hibrido supero al maiz nativo en 22 % (92 vs. 75 g kg™; p < 0.05). Los maices nativos de ciclo
tardio presentaron los mayores rendimientos de mazorca (4.59 Mg ha) y después de ensilaje
presentaron valores ideales de pH (< 3.9) y °Brix (8.5). Los genotipos nativos Tuxpefio I, Olotillo
x Raton, Olotillo x Tuxpefio y Tuxpeno II podrian utilizarse en programas de mejoramiento

genético para seleccion de materiales con potencial para produccion y conservacion de forraje.

Palabras clave: Zea mays L., conservacion de forraje, componentes morfolégicos, °Brix, pH.

INTRODUCCION

En México, la variabilidad genética del maiz (Zea mays L.) constituye una parte fun-
damental en la contribucién a la seguridad alimentaria del futuro. Esto debido a la
variabilidad derivada de la seleccion realizada por los agricultores, la cual, permite
hacer uso de las caracteristicas fisiologicas en programas de mejoramiento genético
para obtener el objetivo deseado (Rivas et al., 2020). En el Altiplano Tamaulipeco exis-
ten poblaciones de maices nativos que han sido seleccionadas por los productores,
principalmente por su adaptacion a condiciones semidridas y rendimiento de grano
(Gonzalez-Martinez et al., 2018).
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Se estima que cerca del 65 % de la produccién de maiz se destina a la alimentacién
animal, como ensilado, grano, esquilmo y consumo en verde (Perales et al., 2019). El
rendimiento de forraje verde puede ser de hasta 55.5 Mg ha’ (Granados-Nifo et al.,
2022), lo que permite incrementar la carga animal y en consecuencia se mejora la efi-
ciencia productiva por hectarea (Sah et al., 2018).

El aprovechamiento del forraje de maiz debe realizarse cuando se alcanza un equili-
brio entre el rendimiento de materia seca y la mayor cantidad de nutrientes digesti-
bles, el cual es cuando se tiene valores cercanos a 30 % de materia seca y el grano se
encuentra en 2y % de la linea de leche, momento en el que se tiene la mayor digesti-
bilidad forraje y cantidad de carbohidratos solubles (Gonzalez et al., 2006). Al conside-
rarse estos criterios se ha estimado que se obtienen contenidos de 88, 270, 229, 431, 225
y 49 g kg! de proteina cruda, almidon, carbohidratos solubles, fibra detergente neutro,
fibra detergente acida y cenizas, respectivamente (Liu et al., 2021). Ademas, el maiz
puede tener valores de energia neta de lactancia entre 1.09 y 1.55 Mcal kg de materia
seca (Robles-Jimenez et al., 2021).

Para la produccién de forraje de maiz actualmente se utilizan semillas mejoradas, con
las cuales ha incrementado el rendimiento de grano y forraje. Sin embargo, estos geno-
tipos disponibles, en el futuro podrian no prosperar a consecuencia del cambio clima-
tico, ya que una combinacién de factores bidticos (mayor temperatura, deficiencia de
agua) y abidticos (ataque de plagas y patdgenos) reduciria significativamente la pro-
duccién (Malhi ef al., 2021). El maiz nativo es fuente de germoplasma del cual se po-
dria obtener genotipos que sean tolerantes a los factores antes mencionados (Robles-
Jimenez et al., 2021), adaptados a las condiciones ambientales especificas prevalecien-
tes donde se cultivan y por supuesto con una inversiéon menor. Los maices nativos, en
condiciones de estrés por deficiencias de agua, han presentado mayores rendimientos
de forraje y tolerancia a plagas en comparacion con hibridos o variedades mejoradas
(Godina et al., 2020). Los maices nativos son una alternativa viable para su uso como
ensilado, debido a que con estos se incrementa la produccion de leche por hectarea
y por tonelada de materia seca en comparacién con el maiz hibrido (Robles-Jimenez
et al., 2021). Por ello, el objetivo del presente estudio fue evaluar el rendimiento y la
composicion quimica del forraje verde y ensilado de maices nativos e hibridos con
potencial forrajero en condiciones semiaridas de Tula, Tamaulipas, México.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del experimento
El estudio se realizé en condiciones de riego, durante el ciclo primavera-verano en
2017, dentro de las instalaciones del CBTA 117 “Juan Baez Guerra”, ejido Tanque Blan-
co, municipio de Tula, Tamaulipas (22° 54" 28.84” N y 99° 47’ 40.22” O, a una altitud
de 1086 m). El clima se clasifica como seco semicalido (BS hw), la temperatura anual
promedio es de 19.9 + 7.8 °C, y precipitaciones anuales acumuladas entre 400 y
450 mm (Vargas et al., 2007).
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Material genético

Se evaluaron 12 genotipos de maiz: 10 nativos y 2 hibridos comerciales como testi-
gos (Cuadro 1). Los maices nativos se seleccionaron de 91 poblaciones de maices que
Gonzalez-Martinez et al. (2018) colectaron en el Altiplano Tamaulipeco y clasificaron
racialmente (Cuadro 1). Para este estudio se seleccionaron aquellos genotipos que tu-
vieron caracteristicas forrajeras, cuyos valores en altura de planta, grosor del tallo, nu-
mero, longitud y ancho de hojas fuesen mayor al promedio de las 91 poblaciones. Los
maices se agruparon precoces (80 d), intermedios (92 d) y tardios (111 d) en funcién de
los dias transcurridos desde la siembra a floracion masculina (Mufioz, 2005).

Cuadpro 1. Grupos de genotipos y procedencia de maices (Zea mays L.) nativos e
hibridos evaluados en Tula, Tamaulipas, México.

Grupo Genotipo Procedencia
P p (Municipio/Empresa)
Tuxpeno Nortefio x Celaya Tula
Raton x Olotillo Jaumave
P Ratén x Tuxpefo Jaumave
(ggg’lfm 2038DK DEKALB®
Ratén Tula
Chalquernio x Tuxpefio Palmillas
P3966W PIONEER®
. Tuxpertio I Tula
g;egnl\‘fl%lo Olotillo x Ratén Tula
Olotillo x Tuxpeno Jaumave
Tardio Tuxpefio II Ocampo
(111 DMEF) Tuxpefio x Olotillo Ocampo

DAM: Dias a floracién masculina.

Tratamientos y disefio experimental
Los 12 genotipos de maiz se evaluaron bajo un disefio de bloques completos al azar
con cuatro repeticiones por tratamiento El tamafio de las parcelas experimentales fue
de dos surcos de 5 m de largo. La separacién entre surcos y plantas fue de 0.80 y 0.25
m, respectivamente.

Establecimiento y manejo del cultivo
La preparacion de terreno se realizé de acuerdo con el paquete tecnologico para la
produccién de maiz en la zona Centro y Sur del estado de Tamaulipas. Se hicieron dos
pases de rastra y surcado. La siembra se realizo de forma manual en condiciones de
riego en antes de la siembra (ldmina de aproximadamente 0.30 m). Se depositaron tres
semillas por golpe y a los 14 dias después de la siembra (DDS), se realiz6 un aclareo
dejando una planta para obtener una densidad de cerca de 50,000 plantas ha' segtin
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las recomendaciones de la agenda técnica para el sur de Tamaulipas en la siembra de
maices de temporal (INIFAP, 2017). A los 35 y 70 DDS se aplicaron dos riegos de auxi-
lio por gravedad (lamina de aproximadamente 0.30 m). El control de malezas se reali-
z6 manualmente. Durante la evaluacién hubo presencia de gusano cogollero (Spodop-
tera frugiperda) y se controlé con una aplicacion de Clorantraniliprol 20 % (80 mL ha™).

Variables evaluadas

Después de 15 dias de la floracién femenina, el grano de maiz se encontraba en estado
de madurez entre %2 y % de la linea de leche y el forraje se coseché de manualmente
a 20 cm sobre el nivel del suelo (Gonzalez et al., 2006). Antes de cosechar el forraje,
se midio6 la altura de planta (AP; m) desde el nivel del suelo hasta el nudo de la hoja
bandera en dos plantas seleccionadas al azar en cada una de las parcelas y se conto el
numero de hojas. En cada parcela experimental se cosechd todo el forraje presente en
dos metros lineales (a 20 cm del suelo), se peso y se tomd una muestra de forraje verde
de seis plantas. La muestra se separd en los componentes morfologicos y se secaron
en una estufa de aire forzado a 65 °C hasta peso constante después de las 72 h. Cada
componente se peso antes y después del secado y posteriormente se calcul6 el rendi-
miento (Mg ha™) de: hoja (RH), tallo (RT), mazorca (RMZ) y materia muerta (RMSC);
la suma de estos componentes se expresd como el rendimiento de materia seca total
(RMST) (Elizondo y Boschini, 2002; Joaquin et al., 2022).

Para la elaboracion del ensilado, en cada una de las parcelas, se seleccionaron al azar
cinco plantas completas, las cuales se cortaron en trozos de 1 a 2 cm. Posteriormente,
el forraje cosechado se depositd en microsilos de policloruro de vinilo [PVC (& 6” y
40 cm de largo)] con tapa en un extremo con capacidad de 7.3 L (Joaquin ef al., 2022).
El forraje se compactd para eliminar el aire presente dentro del microsilo y éste se
sell6 con dos capas de plastico de polietileno. Los microsilos se colocaron bajo techo
durante 65 dias. Posteriormente, se tom6 una muestra de ensilado y se determino la
composicion quimica. Para el analisis de la composicion quimica se seleccionaron los
seis genotipos que presentaron mayor RMST. Tanto en el forraje como en el ensilado
se determind: el contenido (g kg™) de proteina cruda (PC), fibra cruda (FC) y cenizas
(AOAC, 2019). Para las caracteristicas del ensilado se determind el contenido de mate-
ria seca (%), pH y carbohidratos solubles (°Brix) (Bravo-Martins et al., 2006). Para de-
terminar el porcentaje de materia seca del ensilado, se tomé una muestra de alrededor
de 300 g en cada microsilo y se secd en estufa de aire forzado a 70 °C, durante 72 h.
Para determinar el pH del ensilado se utilizé una muestra de 25 g de cada microsilo y
se deposité en un vaso de precipitado de 500 mL, después se le agregaron 250 mL de
agua destilada y se agitd cada 2 min durante 10 min y se tomd la lectura mediante un
potenciéometro (HI98130, Hanna Instruments®). Para el contenido de carbohidratos
solubles (°Brix), se tomo6 una muestra de ensilado y mediante presién se extrajo una
gota de liquido, la cual se depositd en un refractémetro (2806, Spectrum Technologies,
Inc.).



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2918
Scientific article

737

Analisis Estadistico
Los datos se analizaron mediante el analisis de varianza con el procedimiento GLM
de SAS/STAT® (SAS Institute, Inc., 2002) con base en el disefio de bloques completos
al azar con cuatro repeticiones. La comparacion de medias de tratamientos se efectud
mediante la prueba de Tukey (a = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Altura de planta y rendimiento de forraje
Los genotipos de maiz tardios (Tuxpefio Il y Tuxpefio x Olotillo) e intermedios (Oloti-
llo x Tuxpeno, Tuxpeno I y Olotillo x Ratén) superaron en altura en 27y 63 % en AP a
los maices nativos precoces e hibridos comerciales, respectivamente (p < 0.05; Cuadro
2). Alturas similares al de este estudio (2.21 m) se han observado en genotipos nativos,
las cuales son mayores en comparacién con genotipos hibridos comerciales (Mufioz-
Tlahuiz et al., 2013). Estas diferencias pueden ser atribuidas a la adaptacién que han
obtenido estos genotipos al medio donde se han desarrollado; ademas, incrementos en
la altura de planta coinciden con incrementos en el rendimiento de materia seca, para-
metro importante a considerar en los genotipos forrajeros (Elizondo y Boschini, 2002).
Los resultados del presente estudio indicaron que los maices nativos evaluados pre-
sentaron amplia variabilidad en el RMST (p < 0.05). Los genotipos mas sobresalientes
fueron Olotillo x Tuxpetio, Tuxpeno II, Tuxpefio x Olotillo, Tuxpefio I y Olotillo x Ra-
tén, cuyos valores oscilaron entre 9.24 y 16.49 Mg ha™ (Cuadro 2). En otro estudio en el

Cuadro 2. Altura de planta, rendimiento de materia seca y componentes morfoldgicos en genotipos de maices
(Zea mays L.) nativos e hibridos en Tula, Tamaulipas, México.

Genotipo éf) NH RMST RH (MgRl;Fa_l) RMZ RMSC
1 Tux Nortefo x Celaya* 1.73 b* 103 a 528bc  215cd 232c 0.80 f 0.00 d
2 Ratdn x Olotillo* 1.82b 10.5 a 6.65 bc 2.37 ¢ 2.81 ¢ 122 ¢ 0.25 ab
3 Ratoén x Tux* 1.77 b 95a 6.59 bc 207cd 259 c¢ 144 de 049a
4 2038DK* 1.28 ¢ 95a 3.50 ¢ 138 e 098 d 1.12e 0.02 ¢
5 Ratén* 1.61 be 10.3 a 6.39 be 2.29 ¢ 221 c¢ 1.80 d 0.09 ¢
6 Chalqueno x Tux* 1.62 bc 95a 5.84 bc 1.95d 1.54 c 232cd  0.03c
7 P3966WP* 138 ¢ 103 a 924 abc  2.69 ¢ 2.66 ¢ 385bc 0.04c
8 TuxI* 217 a 128 a 12.62 ab 374ab 6.87Db 1.85d 0.17 b
9 Olotillo x Ratén** 213 a 11.8 a 10.62 abc  3.01 bc 4.62d 3.00 ¢ 0.00 d
10 Olotillo x Tux** 223 a 115 a 16.49 a 4.26 a 773 a 433 Db 0.17 b
11 Tux II*** 223 a 110 a 1593 a 329b 691 Db 5.09 a 0.65a
12 Tux x Olotillo*** 211 a 120 a 12.71 ab 285bc 5.58 ¢ 4.09bc  0.19b

*Precoz, **Intermedio, ***Tardio. AP: altura de planta, NH: nimero de hojas por planta, RMST: rendimiento

de materia seca total, RH: rendimiento de hoja, RT: rendimiento de tallo, RMZ: rendimiento de mazorca,

RMSC: rendimiento de materia senescente, Tux: Tuxpefio. ‘Medias con distinta letra en cada columna, indican

diferencia estadistica significativa (Tukey, a = 0.05).
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centro del estado de Tamaulipas con altitud de 193 m (Joaquin et al., 2022), genotipos
nativos presentaron rendimientos de hasta 10.66 Mg ha, 19 % menos que el promedio
obtenido en este experimento en el suroeste del estado. Esta diferencia puede ser atri-
buida al hecho de que los genotipos evaluados en ambos experimentos son proceden-
tes de la region conocida como Altiplano Tamaulipeco, caracterizado por presentar
altitudes mayores a los 1000 m, por lo que mostraron mejor adaptacion y desarrollo
en este ambiente. El hibrido comercial 2038DK present6 75 % menos RMST, lo cual
estuvo relacionado con una menor AP, caracteristica propia de algunas variedades e
hibridos mejorados ante los genotipos nativos (Godina et al., 2020; Joaquin ef al., 2022),

Composicién morfologica

No se encontro diferencia estadistica entre genotipos evaluados para el NH (p > 0.05),
cuyos valores oscilaron entre 9.5 y 12.8 (Cuadro 2). Esta caracteristica no es determi-
nada por ambientes externos, por lo que el NH debe estar definida genéticamente
(Rodriguez et al., 2016). El RH fue diferente entre los genotipos evaluados (p < 0.05).
Los maices tardios Olotillo x Tuxpefio y Tuxpefo I presentaron los valores mayores de
RH (p > 0.05); los cuales superaron en 49 y 90 % a los hibridos comerciales P3966WP y
2038DK, respectivamente (Cuadro 2).

Los genotipos de ciclo precoz Ratéon x Olotillo, Ratén x Tuxpeno, Tuxpefio Nortefio x
Celaya, Raton y Chalqueno x Tuxpefio, presentaron el menor RT, con un promedio de
2.29 Mg ha. A medida que las plantas presentan ciclos tardios, se incrementa la AP, el
RH y RT (Sanchez-Hernandez et al., 2021). Asi mismo, la precocidad de las poblacio-
nes esta determinada por los microambientes a los cuales estan expuestas. A medida
que cambia la altitud, la temperatura y humedad varian, lo cual afecta la duracion
de las etapas fenoldgicas, y en especifico, los dias a floracion femenina (Ortega et al.,
2010). Los maices nativos muestran mayor rendimiento de los componentes hoja y
tallo en comparacién con los hibridos que presentaron mayor proporcion de hoja en
relacion con el tallo (Mufioz-Tlahuiz et al., 2013; Godina et al., 2020). Esta relacion entre
hoja y tallo determina la calidad del forraje, dado que, a mayor proporciéon de hoja
respecto al tallo, los contenidos de proteina cruda en el forraje son mayores (Amador
y Boschini, 2000; Joaquin ef al., 2022).

El genotipo Tuxpefio Il presentd el RMZ mas alto (p < 0.05), el cual fue 32 % mayor
que el hibrido comercial P3966WP (Cuadro 2). Los genotipos Olotillo x Tuxpefio y
Tuxpeno x Olotillo presentaron un RMZ similar al P3966WP (p > 0.05). Estos geno-
tipos podrian ensilarse sin la adicién de alguna fuente de carbohidratos solubles, ya
que se ha reportado que los genotipos de maiz con potencial forrajero deben tener
alrededor del 38 % de RMZ (Zaragoza-Esparza et al., 2019). Estas condiciones asegu-
ran la fermentacion de acido acético y acido lactico, mejoran la dilucién de la fibra
detergente neutro e incrementan la digestibilidad del forraje (Liu et al., 2021). Tuxpefio
IT'y Ratén x Tuxpeno presentaron el RMSC mayor; mientras que en Olotillo x Ratén y
Tuxpeno Nortefio x Celaya no se observo material foliar senescente (p < 0.05; Cuadro
2). Estas diferencias se deben a que algunos genotipos presentaron una disminucion
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en la relacién hoja:tallo debido a la senescencia parcial de las hojas basales (Amador y
Boschini, 2000). Ademas, en cuanto sucede el proceso de senescencia foliar, comienza
la diminucién en la calidad del forraje. Para contrarrestar este efecto, se proponen al-
turas de corte de hasta 45 cm, dejando sobre el suelo la parte de menor digestibilidad
(Gonzalez et al., 2005), lo cual reduce los contenidos de fibra detergente neutro y acido
y se incrementa la proporcion de mazorca respecto al RMST.

Composicién quimica del forraje y ensilado

El contenido de PC del forraje al momento de la cosecha vario entre los genotipos eva-
luados. Los valores méximos (p < 0.05) se presentaron en P3966W, Tuxpeno I, Olotillo
x Raton y Olotillo x Tuxpeno, cuyos promedios oscilaron entre 81 y 85 g kg™ (Cuadro
3). Estos resultados de PC fueron superiores a los reportados por Fuentes et al. (2001)
a los 130 DDS, quienes reportaron 75 g kg™'. Esta diferencia puede deberse al estado
fenoldgico de la planta, y a las condiciones climaticas en que se desarrollé el cultivo,
ya que se ha sefalado que la composicion quimica del maiz es afectada por factores
ambientales (Loucka et al., 2015). Los valores de PC en forraje y ensilado de todos los
genotipos evaluados fueron mayores a 73 g kg, por lo que, al utilizarlos como alimen-
to en rumiantes, estos podrian aprovechar de forma eficiente la energia incluida en la
celulosa y hemicelulosa. Se ha reportado que para que los microorganismos del rumen
tengan una adecuada actividad y puedan digerir la fibra el contenido de PC del forraje
debe ser >70 g kg (Lazzarini et al., 2009).

Cuadro 3. Contenido de proteina cruda, fibra cruda y cenizas en forraje y ensilado de mai-
ces (Zea mays L.) nativos e hibridos en Tula, Tamaulipas, México.

Genotipo de maiz Proteina cruda Fibra cruda Cenizas
gkg'
Forraje
P3966W* 82 abf* 300 d 85 b
Tuxpeno I** 81 ab 302 d 87 a
Olotillo x Ratéon* 85 a 328 ab 81 ¢
Olotillo x Tuxpeno** 81 ab 312 cd 82c
Tuxpeno II*** 77 bc 339 a 80 cd
Tuxpeno x Olotillo*™** 73 c 322 be 79 d
Ensilado
P3966W* 92 a 310 a 81 ¢
Tuxpefio I** 93 a 284 b 92 a
Olotillo x Ratén* 92 a 241d 82 ¢
Olotillo x Tuxpefo™ 75 ¢ 250 cd 73d
Tuxperfio II*** 78 bc 254 ¢ 83 bc
Tuxpefio x Olotillo*** 79 b 245 cd 85 b

*Precoz, *Intermedio, ***Tardio. "Dentro de columnas y por forraje y ensilado, medias con
distinta letra, indican diferencia estadistica significativa (Tukey; ot = 0.05).
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La FC esta formada principalmente por carbohidratos estructurales como celulosa y
hemicelulosa, los cuales son metabolizados por los microrganismos del rumen. Estos
carbohidratos estructurales son degradados a glucosa, y posteriormente a acidos gra-
sos volatiles (AGV): acético, butirico y propiénico (Church et al., 2007). Estos tltimos
aportan alrededor de 70 % de la energia metabolizable que requiere el rumiante (Berg-
man, 1990). Se encontraron diferencias significativas entre genotipos para el contenido
FC (p < 0.05; Cuadro 3). Los genotipos Tuxpenio II y Olotillo x Raton presentaron los
mayores valores (339 y 328 g kg, respectivamente). En los materiales ensilados el
hibrido de ciclo precoz mantuvo el contenido de FC, mientras que en maices nativos
disminuyd (18 %) después del proceso de fermentacion. Esto puede ser atribuido a
una mayor proporcion de mazorca respecto al total de rendimiento, lo cual incremen-
ta el contenido energético y con ello la disminucién de la fibra cruda y por consecuente
aumento en la digestibilidad in vitro de la materia seca de forraje (Liu et al., 2021).

El maiz nativo Tuxpefio I presentd el mayor contenido de cenizas, tanto en forraje
fresco y como en ensilado, con 87 y 92 g kg (p > 0.05; Cuadro 3). Estos resultados
fueron superiores a lo reportado por Jiménez-Leyva et al. (2016), quienes encontraron
variaciones en el contenido de cenizas de 71 a 58 g kg™ entre 103 y 135 DDS en un hi-
brido comercial de maiz. En maices nativos, se ha determinado que la concentracion
de cenizas disminuye a partir de los 80 DDS (Amador y Boschini, 2000). Contenidos
elevados de ceniza son indicadores de altas concentraciones de minerales presentes en
el suelo, los cuales pueden afectar el desarrollo de la planta y disminuyen conforme se
presenta el crecimiento vegetal (Ruiz y Armienta, 2012). En las cenizas se pueden en-
contrar minerales traza como Ca, Fe, P, Se, Zn, Mn, Cu y Co, los cuales son necesarios
para formar proteinas celulares, coenzimas y enzimas que participan en los procesos
ruminales (Durand y Komisarczuk, 1988). Debido a ello, la deficiencia de elementos
minerales afecta la produccion de AGYV, la digestibilidad de la fibra y la digestion del
alimento (Church et al., 2007).

Caracteristicas del ensilado

Entre los genotipos y grupos evaluados no se encontro diferencia estadistica significa-
tiva para el pH (p > 0.05; Cuadro 4). El valor promedio de pH fue 3.8, lo que indica que
el proceso de ensilaje fue adecuado. Las bacterias productoras de acido lactico, tales
como Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Enterococcus spp., Lactococcus spp. 'y Strep-
tococcus spp., se desarrollan mejor en pH con valores de 4.0 a 5.0 (Garcés et al., 2004;
Church et al., 2007).

Estos niveles de pH se obtienen cuando el ensilado contiene entre 30 y 35 % de ma-
teria seca. Al mantener este porcentaje, los niveles de pH se mantienen a través del
tiempo, permaneciendo también, la composicion quimica y la fermentacion del forraje
(Loucka et al., 2015). Para el contenido de carbohidratos solubles (°Brix), el genotipo
intermedio Olotillo x Tuxpeno, presento el mayor valor (p < 0.05); seguido de Olotillo
x Ratén, Tuxpeno Il y Tuxpefio x Olotillo (Cuadro 4). Estos resultados son diferentes
y superiores a los obtenidos por Do ef al. (2012), quienes al evaluar el ensilado de hi-
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Cuadro 4. Caracteristicas del ensilado de genotipos de maices (Zea mays L.) nativos
e hibridos en Tula, Tamaulipas, México.

Genotipo de maiz pH °Brix Materia seca (%)
1  Tuxpefio Nortefio x Celaya* 38 af 75 ¢ 19.4 bc
2 Ratdn x Olotillo* 39 a 6.0 d 204 b
3 Ratén x Tuxpeno* 38 a 75 ¢ 23.8 ab
4  Hybrid 2038DK* 38 a 65 d 174 ¢
5 Ratén* 39 a 65 d 204 b
6 Chalquefio x Tuxpefio* 40 a 75 ¢ 21.4 ab
7  Hybrid P3966W* 39 a 65 d 20.0 bc
8  Tuxpeno I** 38 a 7.0 cd 209 b
9  Olotillo x Raton™** 37 a 85 b 27.7 a
10 Olotillo x Tuxpefio™ 38 a 95 a 26.0 a
11 Tuxpefio II*** 3.7 a 85 b 278 a
12 Tuxpeno x Olotillo*** 38 a 85 b 232 ab

*Precoz, **Intermedio, **Tardio *tMedias con distinta letra dentro de columnas in-
dican diferencia estadistica significativa (Tukey; a = 0.05).

bridos de maiz en estado lechoso y masoso, reportaron valores de 4.3 y 4.9 °Brix, res-
pectivamente. En el ensilado de cafia de azticar con valores de 21 °Brix y se ha repor-
tado que se lleva adecuada actividad de fermentacion microbiana (Bravo-Martins et
al., 2006). Sin embargo, para forrajes himedos se requiere un minimo de 6 °Brix, por lo
que, los valores de °Brix encontrados en los genotipos de maices en el presente estudio
son apropiados para lograr una adecuada fermentacion lactica (Garcés et al., 2004). En
el contenido de materia seca del ensilado mostré un aumento conforme se incremento
el tiempo a cosecha, con porcentajes de hasta 27.8 % para Tuxpeno II de ciclo tardio
(Cuadro 4). Al respecto, se han evaluado diferentes fechas de corte y la materia seca
mostrd un incremento, con valores 6ptimos entre 26 y 37 % para un adecuado ensilado
entre 123 y 131 DDS (Jiménez-Leyva et al., 2016).

CONCLUSIONES
Los maices nativos pueden ser una opcion para la produccion de forraje en la region
semiarida de México. De acuerdo con los rendimientos de materia seca total y conte-
nido de proteina cruda, los genotipos Tuxpeno I, Olotillo x Ratén, Olotillo x Tuxpefio y
Tuxpefio II podrian utilizarse en programas de mejoramiento genético para seleccion
de materiales con potencial para produccién y conservacion de forraje.
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ABSTRACT
Recently, there has been a growing interest in bioactive compounds metabolized by plants,
which are an important nutritional source for the human diet and are found in almost all
vegetables and fruits. The objective was to evaluate the changes of bioactive compounds during
the ripening of loquat (Eriobotrya japonica) fruit. For this purpose, fruits were collected at three
different stages of ripening from three different production sites in the Amazon region, located
in northeastern Peru. Color, total phenolic content (Folin-Ciocalteu method), antioxidant activity
(DPPH free radical method) and total flavonoids (colorimetric assay) were determined for all
samples. Data were subjected to analysis of variance and means were compared by Tukey’s
test (p < 0.05). Color and bioactive compounds depend on the stage of ripening and, to a lesser
extent, on the origin of the fruit. Ripe fruits have a higher content of phenolic compounds and

flavonoids (up to five times higher) that can be used in the food and pharmaceutical industry.

Key words: antioxidant, maturity, loquat, origin.

INTRODUCTION

Bioactive compounds, mainly composed of secondary plant metabolites such as
polyphenols, are antioxidant compounds capable of eliminating free radicals in the
human body (Hemmat y Hikal, 2017). The fruits are considered an important source of
antioxidants that reduce oxidative stress, enhance immunity and reduce the incidence
of disease (Mazumdar et al., 2019).

The loquat (Eriobotrya japonica Lindl.), a fruit of Asian origin, is cultivated in many
parts of the world. It belongs to the Rosaceae family and its flowering period is from
April to June (Ahumada et al., 2017; Hemmat y Hikal, 2017). It develops in tropical to
temperate conditions. Its nutritional value has been widely demonstrated, so it can
be consumed fresh and has a high potential for industrialization. (Sagar et al., 2020).
Ahumada ef al. (2017) y Dhiman ef al. (2021) mentioned that in addition to the fruit,
different parts of the plant such as leaves and flowers have been studied, reporting a
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high content of phenols and triterpenes. The fruit has sugars, organic acids, flavonoids,
vitamins, phenolic acids and carotenoids (Alos et al., 2019; Canete et al., 2015), as well
as a low toxicity due to its high antioxidant capacity (Delfanian et al., 2016). Its extracts
can be used in the pharmaceutical and food industry.

One of the problems faced by fruit growers is the uniformity of fruit maturity. In this
regard, it has been shown that, during ripening, the content of phenolic compounds
can be reduced by up to 60% (Ahumada et al., 2017). Therefore, a deeper understanding
of the changes in these compounds during fruit ripening is needed to standardize
harvest timing and uniformity. For Liu ef al. (2016), it is necessary to study the content
of polyphenols, antioxidants and other similar compounds at different stages of
ripening (Kim et al., 2019). Therefore, the objective of this study was to evaluate the
variations of color, antioxidant activity, flavonoids and polyphenols in loquat fruit at
different stages of maturity.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

The fruits of E. japonica were harvested during April 2021 at three stages of maturity,
in plantations located in three different districts: Camporredondo (6° 12" 50” S, 78°
19’ 6.96” W), Pisuquia (6° 30" 42.01” S, 78° 4’ 30” W) and Ocalli (6° 14" 6” S, 78° 16
0.84” W), belonging to the province of Luya, Amazonas region, Peru. Ripening stage
was determined by fruit color, coded with numbers: (03) yellowish coloration and
sparse hairiness; (04) orange coloration and sparse hairiness; and (05) intense orange
coloration and minimal hairiness where it reaches its maximum size (Figure 1).

At each site, for each stage of ripening and in triplicate, 1 kg of fruit was collected. They
were transported to the Agroindustrial Technology Laboratory of the Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, where the pulp was manually
separated from the peel. It was then stored under frozen conditions (-18 °C) until

further analysis.

Stage 03 Stage 04 Stage 05

Figure 1. Ripening stages of loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) fruits collected from plantations in
three different districts for the study. A: (03); B: (04); C: (05).
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Determination of color index
From each sample, 20 uniform fruits that did not show lesions or damage were selected.
In three zones around the equatorial plane of the fruit, measurements were made with
a colorimeter (Chroma Meter, CR-400, Japan). Color coordinates were captured on
the Cie L*a*b* scale, following the procedure described by Alos et al. (2019) using the
Hunter a*/b* ratio, which is negative for green fruit, around 0 for yellow fruit at color
break and positive for orange fruit.

Determination of total polyphenol content

Total polyphenols were determined by the Folin-Ciocalteu spectrophotometric
method established by Singleton y Rossi (1965). For this purpose, the fruit pulp was
conditioned in accordance with Seon et al. (2020). 100 pL of the sample was prepared
and diluted with water to 3 mL, then 0.5 mL Folin-Ciocalteu reagent was added,
followed by 2 mL of a 20 % sodium carbonate solution. The absorbance was measured
at 650 nm in a UV-VIS spectrophotometer (Unico, S2100, USA). A gallic acid calibration
curve was performed with different increasing concentrations of gallic acid between
0 and 16 ppm from a concentrated solution of 100 mg L. Total polyphenol content
was expressed in terms of mg gallic acid equivalents (GAE) per 100 g of fresh weight
material.

Evaluation of the percentage of inhibition (antioxidant activity)

The antioxidant activity of loquat fruit pulp was determined by the DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) free radical scavenging assay established by Brand-Williams ef al.
(1995) and described by Hadjipieri et al. (2020). For this, initially a DPPH solution was
prepared in 100 mL ethanol (0.1 mM), 50 uL of sample extract was taken and mixed
with 950 pL of ethanol. Subsequently, 2 mL of DPPH radical solution was added,
made up to 4 mL with ethanol and allowed to stand for 30 min in the dark. In addition,
a “blank” solution was prepared with the same procedure substituting ethanol for
the sample. The absorbance was determined spectrophotometrically at 517 nm. The
results were expressed as percentage of inhibition (%) by the difference in absorbance
of the blank solution and the pulp, with respect to the blank solution.

Determination of total flavonoid content

The determination of flavonoids was performed according to the method employed
by Akbulut et al. (2017), where 1 mL of sample that was previously diluted with 4 mL
of distilled water, mixed with 300 uL of a 5 % NaNO, solution and 300 uL AICI,
(10 %), and allowed to rest for 5 min. Subsequently, 2 mL of NaOH solution (1M) was
added and diluted with distilled water until 10 mL of total solution was obtained.
The absorbance was measured using a spectrophotometer (Unico, 52100, USA) at a
length of 510 nm; in addition, a calibration curve was performed with different routine
concentrations. Total flavonoid content was expressed on a rutin equivalent (RE) basis
as mg RE g of fresh weight material.
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Data analysis
Results were expressed as mean + standard deviation and were processed by one-way
analysis of variance (ANOVA). The Tukey test was used in each place of origin to
demonstrate possible statistical differences with a significance level of p < 0.05 using
Minitab 19 Statistical Software.

RESULTS AND DISCUSSION

A decreasing trend was observed in the L* and b* coordinates. In contrast, a* showed
an increase as the fruit ripened. It is known that color is related to ripening due to the
accumulation of pigmentation and the variation in sugar and acid content in the fruit;
(Samaniego et al., 2020); as mentioned, lightness varied between 40.09 and 61.3, similar
to that reported by Hadjipieri ef al. (2017) for loquat (52.12-74.32). The tendency to
decrease brightness, according to Samaniego et al. (2020), expresses the intensity of
fruit color as the fruit ripens. The chromatic coordinate a* ranged from 1.3 to 13.2, and
b* ranged from 9.2 to 29.1 with a certain tendency to decrease in the three states (Table
1), which are values approximating those obtained in loquat in the study of Hadjipieri
et al. (2017). These coordinates indicate the variation of red or yellow color in the fruit,
related to the accumulation of anthocyanins (Samaniego et al., 2020).

Table 1. Color characteristics (L, a* and b*; a*/b*) of loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) fruits at
different ripening stages.

Origin E L* a* b* Color index

3  58.848+3.577 a 4.277+2.151 ¢ 27.706+3.987 a 0.161+0.083 b

Camporredondo 4  58.811+3.429 a 6.778+1.859b  28.475+4.208 a 0.245+0.087 b
5 41.619+3.622 b 13.130+£1.313 a 11.802+4.084 b 1.219+0.361 a

3  58.808+4.312 a 1.303+1.115 ¢ 28.167+4.368 a 0.060+0.051 b

Ocalli 4 59.228+3.749 a 3.691+0.949 b 25.894+3.754 b 0.147+0.047 b

5 41.837+1.689b  11.814+0.788 a 9.277+3.935 ¢ 1.440+0.473 a

3  59.925+2.016 b 2.098+1.199 ¢ 28.508+2.798 a 0.074+0.044 b

Pisuquia 4  61.325+2.708 a 4.035+1.462 b 29.146+3.693 a 0.142+0.061 b

5  40.091+£3.293 ¢ 13.233+1.649 a 9.680+3.154 b 1.453+0.296 a

L*: brightness; a*: red or green content; b*: yellow or blue content. For each ripening stage,
different lowercase letters indicate significantly different means among genotypes (Tukey; p <
0.05).

The Hunter ratio in the study did not report negative values at the ripening stages,
showing an increase as the fruit ripened, with values ranging from 0.06 to 1.45. The
color index reported values close to zero, which usually present pale yellow colors;
the highest values reported (orange colors in the case of loquat) are also associated
with ethylene production during ripening (Hadjipieri et al., 2017) (Figura 1). The
maximum color index obtained in loquat was 1.45, which, according to Alos et al.
(2019) y Hadjipieri et al. (2017) may be due to the accumulation of carotenoids by fruit
development. This variation contradicts the theory that determines this fruit as non-
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climacteric, which according to Alos et al. (2017; 2019) indicates a ripening pattern
due to color changes by ethylene production and respiration rate, demonstrating that
loquat presents a climacteric ripening.

As for the variation in total polyphenol content, the values ranged from 39.2 to 150.9
mg GAE 100 g, with the fruit from Ocalli being higher. The variation of the content in
the three locations may be due to genetic, environmental and postharvest conditions
of loquat fruit (Delfanian et al., 2016; Dhiman et al., 2021). The results obtained are
similar to those reported by Ahumada et al. (2017) per 100 g of sample (66 to 96 mg
GAE); in addition, a tendency to increase as the fruit ripens is observed, since there is
an adequate fit of the data line between polyphenols and ripening stage with an R2
greater than 0. 77, which are related to the concentration of certain phenols that appear
during ripening (Hadjipieri et al., 2020), an inverse relationship with the content of
total soluble solids in the form of free sugars and a greater primary metabolism
that generates the necessary substrate for the biosynthesis of phenolic compounds
(Dhiman et al., 2021; Kim et al., 2019).

The polyphenol content in loquat (Figure 2) was found to be below that reported in
comparison with native berries from the Amazon region reported by Rojas-Ocampo et
al. (2021), which reached a maximum of 4.87 mg GAE 100 g; and by Grandez-Yoplac
et al. (2021) who obtained 12.61 mg GAE 100 g in the drying of blackberry. Similarly,
the content found in the ripening stages of loquat was low in comparison to extracts
of guava, blueberry and aguaymanto calyx fruits as reported by (Chauca-Aguilar y
Chavez-Quintana, 2020).

100.00 -
90.00 -
80.00 -
70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00

(% inhibition)

30.00 -
20.00 -

10.00 1

Stage 03 Stage 04 Stage 05

Stage of maturity

8 Camporredondo @ QOcalli ™ Pisuquia

Figure 2. Changes in total polyphenol content at different ripening stages of loquat (Eriobotrya
japonica Lindl.) fruits from three origins in the Amazon region. For each ripening stage, different
lowercase letters indicate significantly different means among genotypes (Tukey; p < 0.05).
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The percentage of inhibition decreased from 90 % to 18.27 % as the fruit ripened,
although in the Ocalli fruit at stage 4 an atypical increase was reported that generated
a low linear fit to the data (R? = 0.4). On the other hand, Pisuquia fruit showed higher
antioxidant activity by DPPH assay compared to the rest at the three ripening stages.
In general, it was observed that there was a linear fit with a R? greater than 0.83 in two
districts (Figure 3). The variation in loquat antioxidant activity is due to the higher
phytochemical content of oxidative substances in the early stages of ripening, which
tends to decrease during ripening, as shown in the results of the study (Hadjipieri et
al., 2020; Hou et al., 2021).

151.38

151.36 151.35a

1.33b

AR

151.34 15

151.32

151.30

151.28

151.27¢

151.26

(mg RE/ g fresh weight)

151.24

151.22

151.20

Stage 03 Stage 04 Stage 05
Stage of maturity

® Camporredondo % Ocalli & Pisuquia

Figure 3. Changes in antioxidant activity (percentage of inhibition) at different ripening stages
of loquat fruits (Eriobotrya japonica Lindl.) three provenances from the Amazon region. For
each ripening stage, different lowercase letters indicate significantly different means among
genotypes (Tukey; p <0.05).

Differences in percent inhibition by provenance, according to Sagar et al. (2020), are
attributed to antioxidant activity in loquat due to cultivar contrasts, environmental
effects, and genetic background influencing fruit antioxidant accumulation. Likewise,
the linear fit of the data among the variables (Figure 3) is related to that determined
by Ahumada et al. (2017), who report a significant decrease in antioxidants associated
with fruit ripening. Furthermore, loquat and other fruits grown in the Amazon region
with high antioxidant activity, as reported by Chauca-Aguilar y Chavez-Quintana
(2020), Grandez-Yoplac et al. (2021) y Rojas-Ocampo et al. (2021), are a source of
bioactive compounds of plant origin, which in turn are influenced by genetic factors,
environmental conditions and the state of ripening of the fruit (Chauca-Aguilar y
Chévez-Quintana, 2020).
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The flavonoid content (Figure 4) was higher than 150 mg RE g sample. As the fruit
passes through the ripening stages considered, the flavonoid content increased, thus
showing that this fruit exhibits an important content of the nutrient that helps to
inhibit oxidative action in vivo, demonstrating in turn its capacity to eliminate free
radicals (Dhiman et al., 2021; Seon et al., 2020). It was also demonstrated that loquat
has a high degree of accumulation of flavonoids (Akbulut et al., 2017), with a higher
content in the fruits from Ocalli.

140.00 1 % % ’
51200 1 Loz . §
gﬂ 01 6896 : § §
2 60,00 | E 1'593 \ §
-\ o2 \ N\
£ 4000 . : § o § - §
2::- § B § N \\ |

Stage 04 Stage 05
Stage of maturity

= Camporredondo  # Ocallf & Pisuquia

Figure 4. Changes in flavonoid content at different ripening stages of loquat fruits (Eriobotrya
japonica Lindl.), three origins from the Amazon region. For each ripening stage, different
lowercase letters indicate significantly different means among genotypes (Tukey; p < 0.05).

The data showed a linear trend of ripening stage with flavonoid content, obtaining
R? values greater than 0.9 in the districts of Ocalli and Pisuquia, with the exception of
the fruit from Camporredondo, which showed atypical behavior. From this, it can be
deduced that loquat, in similarity with other fruits, presents a relationship between the
level of flavonoids and the state of ripening as obtained by Grigio et al. (2021) y Neves
et al. (2015), who agree in indicating that the more advanced the ripening, the higher
the flavonoid content. Depending on the place of cultivation and stage of ripening,
the content of flavonoids tends to increase (Samaniego et al., 2020). The differences
can be explained by the presence of enzymes responsible for flavonoid synthesis that
influence their variation during fruit ripening (Hou et al., 2021). Likewise, the increase
of flavonoids during the ripening of loquat shows a similar behavior to camu-camu,
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where Grigio et al. (2021) reported that the flavonoid content in the ripe fruit presents
the highest level, followed by the semi-ripe and unripe fruit.

CONCLUSIONS
The color of loquat fruits (Eriobotrya japonica Lindl.) depends basically on the stage
of maturity, the place of production does not have a considerable influence. As
loquat fruit increases in maturity, the content of phenolic compounds and flavonoids
increases; however, the antioxidant activity of the extract decreases. The ripening
stage is essential to obtain loquat fruits with a high content of bioactive compounds
for food and industrial purposes.
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RESUMEN
Recientemente, se ha observado un interés creciente en los compuestos bioactivos metaboli-
zados por las plantas, los cuales son fuente nutritiva importante para la dieta humana y se
encuentran en casi todos los vegetales y las frutas. El objetivo fue evaluar los cambios de com-
puestos bioactivos durante la maduracion del fruto de nispero (Eriobotrya japonica). Para ello
se colectaron frutos en tres estados de madurez de tres lugares distintos de produccion de la
region Amazonas, ubicada en el nororiente peruano. A todas las muestras se les determiné el
color, contenido fendlico total (método de Folin-Ciocalteu), actividad antioxidante (método del
radical libre DPPH) y flavonoides totales (ensayo colorimétrico). Los datos fueron sometidos
a un analisis de varianza y las medias fueron comparadas por prueba de Tukey (p < 0.05). El
color y los compuestos bioactivos dependen del estado de madurez y, en menor medida, de la
procedencia de la fruta. Frutas mas maduras tienen mayor contenido de compuestos fendlicos
y flavonoides (hasta cinco veces superior) que pueden ser aprovechados en la industria alimen-

taria y farmacéutica.

Palabras clave: antioxidante, madurez, nispero, procedencia.

INTRODUCCION

Los compuestos bioactivos conformados principalmente por metabolitos secundarios
de plantas como los polifenoles, son compuestos antioxidantes capaces de eliminar
radicales libres en el organismo humano (Hemmat y Hikal, 2017). Las frutas son con-
sideradas fuente importante de antioxidantes que reducen el estrés oxidativo, mejoran
la inmunidad y reducen la incidencia de enfermedades (Mazumdar ef al., 2019).

El nispero (Eriobotrya japonica Lindl.), fruta de origen asiatico, es cultivado en muchos
lugares del mundo. Pertenece a la familia Rosaceae y su periodo de floracion es de
abril a junio (Ahumada et al., 2017, Hemmat y Hikal, 2017). Se desarrolla en condi-
ciones de tropico hasta zonas templadas. Su valor nutricional ha sido ampliamente
demostrado, por lo que puede ser consumido en fresco y tiene un elevado potencial
de industrializacién (Sagar et al., 2020). Ahumada et al. (2017) y Dhiman et al. (2021)
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mencionan que ademas del fruto, distintas partes de la planta como hojas y flores han
sido estudiadas, reportando un alto contenido de fenoles y triterpenos. La fruta po-
see azucares, acidos organicos, flavonoides, vitaminas, acidos fenolicos y carotenoides
(Alos et al., 2019; Cafiete et al., 2015), ademds de una baja toxicidad dada su elevada
capacidad antioxidante (Delfanian et al., 2016). Sus extractos pueden ser empleados en
la industria farmacéutica y alimentaria.

Uno de los problemas que enfrentan los productores fruticolas es la uniformidad en la
madurez de las frutas. Al respecto, se ha demostrado que, durante la madurez, el con-
tenido de compuestos fendlicos puede reducirse hasta un 60 % (Ahumada et al., 2017).
Por ello, es necesario conocer con mayor profundidad los cambios de estos compues-
tos durante la maduracion de la fruta, con la finalidad de estandarizar el momento de
cosecha y la uniformidad. Para Liu et al. (2016) es necesario estudiar el contenido de
polifenoles, antioxidantes y otros compuestos similares en distintas etapas de madu-
rez (Kim et al., 2019). Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar las variaciones de
color, actividad antioxidante, flavonoides y polifenoles en fruto de nispero en diferen-
tes estados de madurez.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los frutos de E. japonica se recolectaron durante el mes de abril del 2021 en tres estados
de madurez, en plantaciones ubicadas en tres distritos diferentes: Camporredondo
(6°12"50” S, 78° 19" 6.96” O), Pisuquia (6° 30" 42.01” S, 78° 4’ 30” O) y Ocalli (6° 14’ 6”
S, 78° 16’ 0.84” O), pertenecientes a la provincia de Luya, regiéon Amazonas, Pert. El
estado de madurez estuvo determinado por el color del fruto, codificado con niime-
ros: (03) coloracion amarillenta y vellosidad poco densa; (04) coloracién anaranjada y
vellosidad poco densa; y (05) coloracion naranja intenso y vellosidad minima donde
se alcanza su maximo tamano (Figura 1).

En cada lugar, para cada estado de madurez y por triplicado, se colectd 1 kg de frutas.
Fueron transportadas al Laboratorio de Tecnologia Agroindustrial de la Universidad

Estado 03 Estado 04 Estado 05

Figura 1. Estados de maduracién de frutos de nispero (Eriobotrya japonica Lindl.) colectados de
plantaciones de tres distritos diferentes para el estudio. A: (03); B: (04); C: (05).



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2566
Scientific article

755

Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, en donde se procedi6 a sepa-
rar la pulpa de la cascara manualmente. Luego, se almacend en condiciones de conge-
lacién (-18 °C) hasta su posterior analisis.

Determinacidn del indice de color

De cada muestra, se seleccionaron 20 frutos uniformes que no presentaron lesiones o
dafos. En tres zonas alrededor del plano ecuatorial del fruto, se realizaron las medi-
ciones con un colorimetro (Chroma Meter, CR-400, Japdn). Se capturaron las coorde-
nadas de color en la escala Cie L*a*b*, siguiendo el procedimiento descrito por Alos
et al. (2019) mediante la relacién Hunter a*/b*, que es negativo para la fruta verde,
alrededor de 0 para fruta amarilla en la rotura de color y positiva para fruta de color
naranja.

Determinacion del contenido de polifenoles totales

Los polifenoles totales se determinaron mediante el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu establecido por Singleton y Rossi (1965). Para ello, se acondicioné la
pulpa de la fruta de acuerdo a Seon et al. (2020). Se prepar6 100 puL de la muestra y se
diluy6 con agua hasta 3 mL, posteriormente se adiciond 0.5 mL reactivo Folin-Ciocal-
teu, y luego 2 mL de una solucién de carbonato de sodio al 20 %. La absorbancia se
midié a 650 nm en un espectrofotémetro UV-VIS (Unico, S2100, EUA). Se realiz6 una
curva de calibracién de 4cido galico con distintas concentraciones crecientes de acido
galico entre 0 y 16 ppm a partir de una disolucién concentrada de 100 mg L. El con-
tenido de polifenoles totales se expreso6 en términos de mg equivalentes acido galico
(GAE) por cada 100 g de material de peso fresco.

Evaluacion del porcentaje de inhibiciéon (actividad antioxidante)

La actividad antioxidante de la pulpa de fruto de nispero fue determinada mediante
el ensayo de eliminacion de radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl) esta-
blecido por Brand-Williams et al. (1995) y descrito por Hadjipieri et al. (2020). Para ello,
inicialmente se preparo6 una soluciéon DPPH en 100 mL de etanol (0.1 mM), se tomo 50
pL de extracto de la muestra y mezcl6 con 950 pL de etanol. Posteriormente se agregd
2 mL de solucion del radical DPPH, se aforé a 4 mL con etanol y se dejo en reposo
por 30 min en oscuridad. Ademads, se prepar6 una solucién en “blanco” con el mismo
procedimiento sustituyendo la muestra por etanol. La absorbancia se determiné por
espectrofotometria a 517 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhi-
bicion (%) mediante la diferencia de absorbancias de la solucién en blanco y la pulpa,
respecto a la solucién en blanco.

Determinacion del contenido de flavonoides totales
La determinacion de flavonoides se realizé de acuerdo al método empleado por Akbu-
lut et al. (2017), donde 1 mL de muestra que se diluyd previamente con 4 mL de agua
destilada, se mezcl6 con 300 uL de una soluciéon de NaNQO, al 5 % y 300 uL AICI,
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(10 %), y se dejo reposar por 5 min. Posteriormente se agreg6 2 mL de solucion de
NaOH (1M) y se diluyé con agua destilada hasta obtener 10 mL de solucién total.
La absorbancia se midié empleando un espectrofotometro (Unico, S2100, EUA) a una
longitud de 510 nm; ademas, se realiz6 una curva de calibracién con distintas concen-
traciones de rutina. El contenido de flavonoides totales se expreso6 en funcién de rutina
equivalente (RE) como mg RE g* de material de peso fresco.

Analisis de datos
Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar y fueron procesados
mediante un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA). Se emple¢ la prueba Tukey
en cada lugar de procedencia para evidenciar posibles diferencias estadisticas con un
nivel de significancia p < 0.05 mediante el uso de Minitab 19 Statistical Software.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observé en las coordenadas L* y b* una tendencia a disminuir. Por el contrario, en
el caso de a* se mostr6 un incremento conforme sucede la maduracion del fruto. Como
se sabe, el color esta relacionado con la madurez debido a la acumulacion de pigmen-
tacién y la variacion en el contenido de aztcares y acidos en el fruto (Samaniego ef al.,
2020); como se menciond, la luminosidad varid entre 40.09 y 61.3, similar a lo reporta-
do por Hadjipieri et al. (2017) para el nispero (52.12-74.32). La tendencia a disminuir
la luminosidad, segin Samaniego et al. (2020), expresa la intensidad del color del fruto
conforme el fruto madura. La coordenada cromatica a* varié de 1.3 a 13.2, y b* oscilo
entre 9.2 y 29.1 con una cierta tendencia a decrecer en los tres estados (Cuadro 1), que
son valores aproximados a los obtenidos en nispero en el estudio de Hadjipieri et al.
(2017). Estas coordenadas indican la variacion de color rojo o amarillo en el fruto, rela-
cionado a la acumulacion de antocianinas (Samaniego ef al., 2020).

Cuadro 1. Caracteristicas de color (L, a* y b*; a*/b*) de frutos de nispero (Eriobotrya japonica
Lindl.) en distintos estados de madurez.

Procedencia E L* a* b* Indice de color
3  58.848+3.577 a 4.277+2.151 ¢ 27.706+3.987 a 0.161+0.083 b
Camporredondo 4  58.811+3.429 a 6.778+1.859b  28.475+4.208 a 0.245+0.087 b
5 41.619+3.622b  13.130+1.313 a 11.802+4.084 b 1.219+0.361 a
3  58.808+4.312 a 1.303+1.115 ¢ 28.167+4.368 a 0.060+0.051 b
Ocalli 4 59.228+3.749 a 3.691+0.949b  25.894+3.754 b 0.147+0.047 b
5 41.837+1.689b  11.814+0.788 a 9.277+3.935 ¢ 1.440+0.473 a
3  59.925+2.016 b 2.098+1.199 ¢ 28.508+2.798 a 0.074+0.044 b
Pisuquia 4 61.325+2.708 a 4.035+1.462b  29.146+3.693 a 0.142+0.061 b
5  40.091+3.293 ¢ 13.233+1.649 a 9.680+3.154 b 1.453+0.296 a

L*: luminosidad; a*: contenido de rojo o de verde; b*: contenido de amarillo o de azul. Para cada
estado de maduracion, letras mintisculas diferentes indican medias significativamente diferen-
tes entre genotipos (Tukey; p <0.05).
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La relacién Hunter en el estudio no reportd valores negativos en los estados de madu-
rez, mostrando un incremento conforme maduraba el fruto, cuyos valores oscilaron
entre 0.06 y 1.45. El indice de color reportd valores cercanos a cero, que suelen presen-
tar colores amarillos palidos; los valores mas altos reportados (colores naranja en el
caso del nispero) estan asociados también a la produccion de etileno en la maduracion
(Hadjipieri ef al., 2017) (Figura 1). El indice de color maximo obtenido en nispero fue
de 1.45 que, de acuerdo a Alos et al. (2019) y Hadjipieri et al. (2017), se puede deber a
la acumulacion de carotenoides por el desarrollo del fruto. Esta variacion contrapone
la teoria que determina a dicho fruto como no climatérico, que de acuerdo a Alos et
al. (2017; 2019) indica un patrén de maduracion debido a los cambios de color por la
produccién de etileno y tasa de respiracion, demostrando que el nispero presenta una
maduracion climatérica.

En cuanto a la variacion en el contenido de polifenoles totales, los valores oscilaron
entre 39.2 y 150.9 mg GAE 100 g, siendo mayor el fruto procedente de Ocalli. La
variacion del contenido en los tres lugares se puede deber a factores genéticos, am-
bientales y a las condiciones en la postcosecha del fruto de nispero (Delfanian et al.,
2016; Dhiman ef al., 2021). Los resultados obtenidos son similares a lo reportado por
Ahumada et al. (2017) por 100 g de muestra (66 a 96 mg GAE); ademas, se observa una
tendencia a aumentar conforme se da la maduracién del fruto, puesto que existe un
ajuste adecuado de la linea de los datos entre los polifenoles y el estado de madurez
con un R? mayor a 0.77, que se relacionan con la concentracién de ciertos fenoles que
aparecen durante la maduracién (Hadjipieri et al., 2020), una relacion inversa con el
contenido de solidos solubles totales en forma de aztcares libres y de un mayor me-
tabolismo primario que genera el sustrato necesario para la biosintesis de compuestos
fenodlicos (Dhiman et al., 2021; Kim et al., 2019).

El contenido de polifenoles en el nispero (Figura 2) se encontr6 por debajo de lo re-
portado a comparacion de los berries nativos de la region Amazonas reportados por
Rojas-Ocampo et al. (2021), que alcanzaron un maximo de 4.87 mg GAE 100 g; y por
Grandez-Yoplac et al. (2021) que obtuvo 12.61 mg GAE 100 g™ en el secado de mora. De
igual forma, el contenido encontrado en los estados de madurez del nispero fue bajo
en comparacion a extractos de frutos de la guayaba, arandano y céliz de aguaymanto
segun lo investigado por (Chauca-Aguilar y Chavez-Quintana, 2020).

El porcentaje de inhibiciéon disminuy6 desde un 90 % hasta 18.27 % conforme madura-
ba el fruto, aunque en el procedente de Ocalli en el estado 4 se reportd un incremento
atipico que generd un bajo ajuste lineal de los datos (R?= 0.4). Por otro lado, el fruto de
Pisuquia mostré mayor actividad antioxidante mediante el ensayo DPPH en compa-
racién al resto en los tres estados de madurez. En general, se observa que con la dis-
minucion en funcion del estado de madurez existié un ajuste lineal con un R* mayor a
0.83 en dos distritos (Figura 3). La variacion en la actividad antioxidante de nispero se
debe a que en los primeros estados de madurez existe un mayor contenido fitoquimico
de sustancias oxidativas y que durante la maduracion tienden a disminuir, como se
observa en los resultados del estudio (Hadjipieri ef al., 2020; Hou et al., 2021).
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Figura 2. Cambios en el contenido total de polifenoles en diferentes estados de madurez de
frutos de nispero (Eriobotrya japonica Lindl.) de tres procedencias de la regiéon Amazonas. Para
cada estado de maduracion, letras mintsculas diferentes indican medias significativamente di-
ferentes entre los distintos genotipos (Tukey; p <0.05).
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Figura 3. Cambios en la actividad antioxidante (porcentaje de inhibicién) en diferentes estados
de madurez de frutos de nispero (Eriobotrya japonica Lindl.) tres procedencias de la regién Ama-
zonas. Para cada estado de maduracidn, letras mintisculas diferentes indican medias significati-
vamente diferentes entre los distintos genotipos (Tukey; p < 0.05).
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Las diferencias en el porcentaje de inhibicién segtin la procedencia, de acuerdo a Sagar
et al. (2020), se atribuyen a la actividad antioxidante en el nispero debido a los contras-
tes entre cultivares, efectos del entorno y antecedentes genéticos que influyen en la
acumulacién de antioxidantes del fruto. Asimismo, el ajuste lineal que presentan los
datos entre las variables (Figura 3) se relaciona con lo determinado por Ahumada et al.
(2017), quienes reportan una disminucion significativa de antioxidantes asociada a la
maduracién del fruto. Ademads, el nispero junto a otros frutos cultivados en la regién
Amazonas de alta actividad antioxidante como los reportados por Chauca-Aguilar y
Chavez-Quintana (2020), Grandez-Yoplac et al. (2021) y Rojas-Ocampo et al. (2021), son
fuente de compuestos bioactivos de origen vegetal que a su vez estan influenciados
por factores genéticos, condiciones ambientales y el estado de madurez de la fruta
(Chauca-Aguilar y Chavez-Quintana, 2020).

El contenido de flavonoides (Figura 4) fue superior a 150 mg RE g muestra. Conforme
el fruto pasa por los estados de maduracion considerados, el contenido de flavonoides
aumento, evidenciando asi que este fruto exhibe un importante contenido del nutrien-
te que ayuda a inhibir la accién oxidativa in vivo, demostrando a su vez su capacidad
de eliminar radicales libres (Dhiman et al., 2021; Seon et al., 2020). Ademas se demos-
tro que el nispero posee un alto grado de acumulacién de flavonoides (Akbulut et al.,
2017), siendo mayor el contenido en los frutos procedentes de Ocalli.
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Figura 4. Cambios en el contenido de flavonoides en diferentes estados de madurez de frutos de
nispero (Eriobotrya japonica Lindl.) tres procedencias de la regiéon Amazonas. Para cada estado
de maduracion, letras mintisculas diferentes indican medias significativamente diferentes entre
los distintos genotipos (Tukey; p < 0.05).
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Los datos evidenciaron una tendencia lineal del estado de madurez con el contenido
de flavonoides, obteniendo valores de R? mayores a 0.9 en los distritos de Ocalli y
Pisuquia, a excepcion del fruto procedente de Camporredondo que muestra un com-
portamiento atipico. De esto, se puede deducir que el nispero, en semejanza con otros
frutos, presenta una relacion entre el nivel de flavonoides y el estado de madurez
como lo obtenido por Grigio et al. (2021) y Neves et al. (2015), quienes coinciden al
indicar que mientras més avanzada es la maduracion, existe un mayor contenido de
flavonoides. Teniendo en cuenta el lugar del cultivo y estado de madurez, el contenido
de flavonoides tiende a aumentar (Samaniego et al., 2020). Las diferencias se pueden
explicar debido a la presencia de enzimas responsables de la sintesis de flavonoides
que influyen en su variacién durante la maduracion de fruto (Hou et al., 2021). Asi-
mismo, el incremento de flavonoides durante la maduracién de nispero muestra un
comportamiento similar al camu-camu, donde Grigio et al. (2021) reportaron que el
contenido de flavonoides en dicho fruto maduro presenta el nivel mas alto, seguido
de los frutos semi-maduro e inmaduro.

CONCLUSIONES
El color de las frutas de nispero (Eriobotrya japonica Lindl.) depende basicamente del
estado de madurez, el lugar de produccién no influye considerablemente. A medida
que el fruto de nispero incrementa su madurez, el contenido de compuestos fendlicos
y flavonoides se incrementan; sin embargo, la actividad antioxidante del extracto se
reduce. El estado de madurez es fundamental para obtener frutas de nispero con ele-
vado contenido de compuestos bioactivos con fines alimentarios e industriales.
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ABSTRACT
The physico-mechanical properties of fructan fractions in different agave species without
Tequila Denomination of Origin (DOT) need to be studied to identify and expand industrial
applications. The rheological and physicochemical characterization of three fractions of Agave
tequilana cv. cenizo fructans without DOT, with different degree of polymerization (DP) was
carried out to propose their use as an additive in the food industry. Fractions were obtained by
apparent DP enrichment (DPa) by stepwise ultradiafiltration with 10, 5 and 1 kilodalton (kDa)
membranes and classified on the basis of the enriched fraction evidenced by HPLC profiling
with amperometric detector. The ultradiafiltrate of the membrane with 10 kDa, called High
Degree of Polymerization (HDP), showed enrichment of fructans with high DPa > 30, the one
with 5 kDa called Intermediate Degree of Polymerization (IDP), presents enrichment in DPa
between 10 to 30, these fractions dried by spray, showed a modal particle size distribution (D
[4,3] <20 um). In the ultradiafiltrate of the 1 kDa membrane, called Low Polymerization Grade
(LDP), fructo-oligosaccharides (FOS) and fructans with maximum DPa of 15 were enriched; this
sample was concentrated to 72 °Brix. The glass transition (Tg) showed a DPa-dependent increase
(LDP =152.17 °C, IDP = 216.12 °C and HDP = 227.5 °C). Viscosity was dependent on the degree
of polymerization, exhibiting thermo-mechanically stable flow behavior. The reconstituted
powders exhibited Newtonian and flow-stable behavior in a concentration range of 2-50 %,
temperature of 5-45 °C and pH of 2-9. The macro and micro structural properties identified in
the respective fractions of agave fructans, diversify possible applications with potential interest
as encapsulating material, stabilizer and prebiotic sweetener, among others that agave fructans

have in the food and nutraceutical industry.

Key words: Agave tequilana cv. cenizo, agave fructan fractions, degrees of polymerization,

rheology, glass transition.
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INTRODUCTION

Agave fructans are a complex mixture of five groups of structures with 3 (2-1) and/or
[ (2-6) bonds, among which mainly graminans and agavins predominate (Mancilla-
Margalli and Ldpez, 2006). Due to their functional properties, agave fructans in
their native form have attracted national and international interest mainly from
the food and pharmaceutical industry (Juarez-Trujillo et al., 2021; Nieto-Mazzocco
et al., 2022). Several studies have demonstrated its prebiotic effect, stimulating the
growth of lactic acid bacteria (Martinez-Gamino et al., 2022) due to its fermentation
capacity in the colon, producing short-chain fatty acids (mainly acetate, butyrate and
propionate), which by acidifying the gastrointestinal tract reduce the proliferation
of pathogenic microorganisms (Sayago-Ayerdi et al., 2020). Furthermore, its
technological applications have been reported as a stabilizing agent and wall material
in various formulations (Judrez-Trujillo et al., 2021; Herndndez-Granados et al., 2022).
However, the concentration of simple sugars in native fructans gives them high
hygroscopicity and low thermal stability (Ignot-Gutierrez et al., 2020). Therefore, to
reduce the concentration of simple sugars, Ortiz-Basurto et al., (2017) proposed the
enrichment of specific polymerization degrees (DP) of agave fructan fractions by a
stepwise ultradiafiltration (UDF) process; where the obtained fractions showed better
technological properties in relation to the native fructan mixture. Currently, it has
been demonstrated that UDF-enriched fractions with high DP are an interesting, novel
and effective alternative as wall material for functional compounds and probiotics
due to their photoprotective effect and physico-mechanical properties (Ceja-Medina
et al., 2020; Martinez-Martinez ef al., 2022), this promotes a greater interest in their
incorporation for different food matrices with improved techno-functional and
sensory properties (Ceja-Medina et al., 2020). However, due to the high demand for
Agave tequilana Weber cv. azul to produce DOT beverages, it is necessary to study
other agave varieties without DOT that present suitable fructan distribution profiles
to obtain fractions enriched with different DPs. In this regard, Aldrete-Herrera et al.
(2019) reported the fructan distribution profiles of five wild agave varieties without
DOT (Agave spp., A. atrovirens, A. salmiana spp. crassipina, A. tequilana cv. cenizo and
A. salmiana cv. chino), observing that DP dispersal is closely related to variety, plant
age and growing zone. In turn, Garcia-Gamboa et al. (2020) showed that all the varieties
studied by Aldrete-Herrera et al. (2019), showed a prebiotic effect on the growth of
probiotic lactic acid bacteria (Lactobacillus spp. and Bacillus spp), where particularly,
Agave tequilana cv. cenizo fractions presented the best response in an ex-vivo intestinal
tract simulator. Additionally, the high and intermediate DP fructan fractions inhibited
the growth of pathogenic bacteria such as Clostridium sp. and Salmonella sp.
Therefore, in this study, the characterization of the rheological and physicochemical
properties of high, intermediate and low DP enriched fractions of Agave tequilana cv.
cenizo fructans was carried out in order to identify their possible applications in the
food and nutraceutical industry.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

The fractions of high, intermediate and low DP fructans were obtained from samples
donated by Nutriagaves de México S.A. de C.V. from Agave tequilana cv. cenizo
harvested in the state of Jalisco (20°34’00” N 103°40'35” W) at three different maturity
ranges (2 to 4, 6 to 8 and 10 to 12 years). Three agaves were collected from each range,
considering each one as an experimental unit. Fructans were extracted separately
from each experimental unit according to the methodology reported by Aldrete-
Herrera et al. (2019). The fractions were separated in a laboratory system equipped
with a stirred tank cell with regenerated cellulose membranes (Millipore®) of 10, 5 and
1 kDa under operating conditions of 2 bar, 200 rpm and 25 °C. The stepwise process
was achieved by applying the membranes in consecutive stages, the retained in each
stage was concentrated to a volumetric reduction factor of two, and immediately,
diafiltered in the same cell, twice with deionized water in a 1:1 ratio (v/v), which were
denominated as ultrafiltrated fractions. The double UDF retained fractions of high
degree of polymerization (HDP) and intermediate degree of polymerization (IDP)
were stabilized in an LPG5 rotary disc spray dryer (CIMA Industries, China) to obtain
powders, as reported by Ceja-Medina et al. (2020) at 100 °C inlet temperature and
80 °C outlet temperature and a feed flow rate of 1.11 L-h'. Finally, the low degree
polymerization fraction (LDP) was concentrated to 72 °Brix in a Rv 8 rotary evaporator
(Buchi, Staufen, Germany) at 60 °C.

Dispersion of the degree of polymerization of agave fructan fractions
The apparent degree of polymerization (DPa) of the agave fructan fractions was
determined by comparison of the elution times between the samples and a standard
of chicory inulin 12255, nystose, kestose, sucrose, glucose and fructose (Sigma Aldrich,
MO, USA) adjusted to 80 min, similar to that reported by Aldrete-Herrera et al. (2019).
Each of the samples and the respective standards were dissolved in Milli-Q water
(1.25 uS) at a concentration of 2 mg-mL?, centrifuged 10 min at 10000 rpm, 10 °C.
The supernatants were filtered with a 0.45 um nylon membrane (Millipore®, MA,
USA) before being injected into the high-resolution anion exchange chromatograph
fitted with an ICS-5000 amperometric pulse detector (DIONEX-Thermoscientific, MA,
USA). A Carbopac PA-100 column (45 * 250 mm) with a PA-100 precolumn (45 mm x
50 mm) with linear and stepwise gradients with two eluents E1) NaOH 100 mM and
E2) CH,COONa 600 mM dissolved in E1 at 35 °C, mL-min™. Eluent E1 allowed 100 %
adjustment, while E2 was programmed with respect to time as follows: 0 min, 2 %; 5
min, 8 %; 30 min, 35 %; with staggered increments of 5 % every 5 min, until min 60,
between 65-70 min it was maintained at 100 % and at min 80, it was reduced to 2 % to
finish for 10 min at the same initial concentration. Chromatograms were reported in
nC vs time. With the Chromeleon® processor, the areas under the curve of mono- and
disaccharides, FOS DPa 3-9, DPa 10-30 and DPa >30 were integrated up to the final
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elution peak corresponding to a DP of 70 according to inulin standard. The sum

maximum

of all represents 100 % in each sample.
Physicochemical and rheological properties of HDP and IDP powder fractions

Physicochemical analysis

The physicochemical characterization was carried out by determining pH (method
920.43), total soluble solids (method 967.21) and moisture content (method 964.22)
according to the methodology described by AOAC (1990).

Bulk density
In a 250 mL graduated cylinder, 100 g of uncompacted powder was placed; this mass
was divided by the measured volume and the results were reported in g-cm?.

Compressibility

Compressibility analysis was performed according to the methodology described by
Papadakis et al. (2006). 100 g of the powdered fructan fraction were placed in a 250
mL graduated cylinder; subsequently, the cylinder was tapped 100 times in a vertical
direction on the workbench at a height of 10 cm. The compressibility percent was
determined according to equation 1.

Unsettled apparent volume (mL)
Compressibility (%) = x 100
Total volume (mL) 1)

Hausner Index
The Hausner index was reported as the ratio of the compressed volume to the total
volume recorded in the compressibility test.

Particle Size Distribution (DTP)

DTP was determined in a Master Sizer 3000 analyzer (Malvern Instruments Ldkt,
Malvern, UK) by laser beam diffraction, equipped with an Aero S attachment for dry
powder and fine particles. Particle size was evaluated as the mean surface diameter [D
3.2], mean volume diameter [D 4.3], and arithmetic mean length [Dx]. The refractive
index established in the analyzer was 1.382 and absorbance of 0.1 (Medina-Torres et
al., 2019).

Scanning Electron Microscopy (SEM)
The morphology of HDP and IDP agave fructan powder fractions were observed in
SEM JSM6300 (JEOL USA, Japan). The powder samples were placed on a copper base,
fixed with a conductive tape and coated with gold to obtain surface micrographs.
Samples were observed at 250 to 5000 x (Medina-Torres et al., 2016).
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Differential Scanning Calorimetry (DSC)
The glass transition temperature (Tg) of HDP, IDP and LDP was determined by
DSC on a DSC 250 (TA, instrument, DE, USA), using an indium standard (melting
temperature: 156.6 °C). 2.5 mg of sample was placed in a hermetically sealed aluminum
capsule. Thermal events were recorded in a range from 0 to 300 °C with a heating rate
of 10 °C-min™ in a nitrogen atmosphere (Ramos-Hernandez et al., 2018).

Rheological properties of powdered fructan fractions
reconstituted in an aqueous medium.

Aqueous suspensions

Prior to rheological analysis, the powdered fructan fractions were resuspended and
homogenized in MQ water to obtain solutions at different concentrations [2, 5, 7, 10, 20,
30, 40 and 50 % (w/v)], the process was carried out by constant stirring in a magnetic
stirrer (CLS6795420 KIT Sigma) at 250 rpm for 15 min at 25 °C.

Rheological analysis

In the rheological analysis, different concentrations of fructan fractions (2, 5, 7, 10,
20, 30, 40 and 50, % w/v), at different temperatures (5, 10, 25, 37 and 45 °C) and
pHs (2, 3. 5, 6 and 9), were analyzed in a controlled-stress hybrid rheometer DHR-1
(TA Instruments, DE, USA) employing a concentric cylinder rheometric (21.96 mm
outer diameter and 20.38 mm inner diameter, 59.50 mm high, and 500 um gap). The
estimation of viscosity in flow at single shear was performed in duplicate, in a shear
range from 0.1 to 300 s™. The data were analyzed with TA Instruments TRIOS software
(version 5.2.1).

Furthermore, the estimate of the activation energy at flow was calculated using the
Arrhenius equation (Equation 2):

n =Aexp

Ea
R(L/T—L/I;)] @

Where, 7 is the viscosity at a set shear rate, Ex is the activation energy at flow (Kcal-
mol), R is the gas constant (1.987207 cal-mol*-K?), A, is the molecular frequency
constant between T and T (K).

Statistical analysis
Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) following the linear

statistical model:

Y,']'=H+T,'+£ij (3)
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Where, u is the global mean that determines the scaling parameter common to all
treatments, T, is a parameter that measures the effect of treatment i, Ei]. is the error
attributable to measurement Y. The analyses were performed using the STATISTICA
version 12 package (StatSoft. Inc. 1984-2014, Tulsa, OK, USA). Fisher’s LSD test was
used with a 95 % confidence level for comparison of means between samples. All
experiments and analyses were performed in triplicate and the results were expressed
with means and their respective standard error of the mean.

RESULTS AND DISCUSSION

Dispersion of the apparent degree of polymerization
The DPa dispersion profiles of the ultradiafiltered agave fructan fractions confirm
the enrichment in their concentration (Figure 1). Since there are no agave fructan
standards to define the DP, the comparison of the elution profiles with the chicory
inulin standard, kestose, nystose, sucrose, fructose and glucose (Figure 1E and 1F),
allowed defining the DPa in each of the fractions studied. The native fructan sample

A HighDPa

e e P

B Intermediate DPa

C Low DPa

—_——— o~

E  Chicory inulin

20
Fructose GP io io 10

A A
Glu-|| | Sacrose
cose F Standards

Kestose
Nystose
8} 10 20 30 460 560 60 70

Elution time (min)

Figure 1. Anion exchange chromatographic profile showing the dispersion of the apparent degree of
polymerization (DPa) of fructan fractions enriched by ultradiafiltration (A-C), NAF= native fructans of
Agave tequilana cv. cenizo (D), compared with chicory inulin (E) and saccharides (F) standards.
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(Figure 1D) contained a concentration of 16.74 + 4.6 % of mono- and disaccharides,
representing 15.71 + 2.8 % of the total area under the curve of the sample, calculated
with Chromeleon. The profile of the ultradiafiltered samples of HDP (Figure 1A) show
the enrichment of fructans with DPa greater than 30 at a concentration of 51.19 %; the

accumulation in the final elution peak corresponds to DPa of 70, coinciding with

that reported by Aldrete-Herrera et al., 2019. This fraction reduced its concentration
of mono- and disaccharides to 3.2 % and of FOS to 9.2 %, including kestose and
nystose. On the other hand, the IDP fraction (Figure 1B) presents 5.6 % FOS and an
enrichment of the fructan concentration with DP between 10 and 40 is observed.
Finally, the LDP fraction (Figure 1C) presented 10.8 % of DP 1 and 2 with a DPa

dispersion of 15. The structural diversity of agave fructans is indicative of the large

maximum

number of fructosyltransferase enzymes that are present and active in the vacuoles
of the “mezontle” of Agave tequilana cv. cenizo during its growth, which defines the
presence of different linear and branched isomers in the agave family (Mellado-
Mojica et al., 2017). Although baromembrane processes separate components mainly
by size difference, the structures of agave fructan isomers and with close DPs appear
to be intertwined, so that despite the two diafiltrations, it is not possible to have a
specific dispersion defining the cut-off in a DP for each fraction. Additionally, the
osmotic equilibrium that regulates the diffusivity of the components of the mixture
to be separated in systems with porous surfaces makes it difficult to obtain highly
purified fractions. This is why it is not possible to have profiles with a specific DP
that distinguishes each fraction. However, the dispersion of these profiles clearly
demonstrates that it is possible to obtain fractions enriched with fructans of different
DPa (Figure 1), defined by the molecular weight cut-off of the membranes selected in
the stepwise ultradiafiltration process.

Physico-mechanical properties of powder fractions with high (HDP) and
intermediate (IDP) Apparent degree of polymerization
The flow-mechanical properties of powders reconstituted in an acid medium determine
a series of conditions for their possible application in the chemical industry, ranging
from transport, storage conditions, shelf life and incorporation in different formulations
(Leon-Martinez et al., 2011). The bulk density of HDP and IDP fractions showed no
significant difference between samples (p < 0.05), presenting values of 0.39 + 0.003
g-cm” for HDP and 0.36 + 0.009 g-cm? for IDP (Table 1). This parameter is dependent
on particle size, shape and surface area (Pereira-Bicudo et al., 2015), characteristics
that are defined by the operating conditions defined in spray drying (Ceja-Medina et
al., 2020), where, high temperatures induce rapid evaporation of water, which forms a
porous particle structure with lower droplet shrinkage (Walton, 2000). Another factor
is the moisture content; a higher percentage of moisture in the powder causes the
particles to agglomerate, leaving larger spaces between them, which affects the bulk
density of the resulting powders (Goula and Adamopoulos, 2005). Ortiz-Basurto et
al. (2017), reported similar bulk density values for microparticles using HDP fructan
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Table 1. Physicochemical analysis of Agave tequilana cv. cenizo fructans in powdered form.
Sample Moisture Bulk density Compressibility Hausner
P (%) (g-cm?) (%) Index
HDP 6.05+0.094 a 0.39+0.003 a 58.39+1.715a 148 £0.034 a
1DP 418 +0.020b 0.36 +0.009 a 53.15+1.029b 145+0.015a

*Letters indicate statistically significant difference (p = 0.002) between columns. HDP = High
degree of polymerization, IDP = Intermediate degree of polymerization.

fractions and high yields of Agave tequilana Weber cv. azul with porous and irregular
surface particles, which influenced the bulk density of the powder.

On the other hand, the Hausner index (IH) obtained for the HDP and IDP fractions
was 1.2, which indicates that they are powders with low fluidity, which is related
to their hygroscopicity that, although reduced compared to native fructans, still
determines low fluidity in the enriched fractions, due to the presence of between 8.6
and 12.4 % FOS (Table 1). The IH and percent compressibility of powders correlates
with morphology and DTP, in which case spherical and monomodal DTP ensure low
interaction between particles, and avoid some of the stickiness effects (Rodriguez et al.,
2014), resulting in higher stability in the ultrafiltered fractions.

DTP is one of the most important physical parameters in the mechanical properties
at flow. Small particles with monomodal distribution are desirable, as they have a
larger contact surface, and in principle, they are mechanically stable to flow, so their
incorporation into food matrices is homogeneous and they dissolve quickly (Shi et
al., 2013). The powdered fructan fractions showed a monomodal DTP for HDP and
IDP with a D [4,3] size of 18.6 um and 17.6 pum, respectively (Table 2). This indicates
that regardless of the DPa, most of the particles have a uniform size, this as a result of
the conditions under which the fractions were stabilized in the spray drying process
(Cervantes-Martinez et al., 2014; Medina-Torres et al., 2019).

Table 2. Particle size distribution of powdered Agave tequilana cv. cenizo fructans.

Sample D [3,2] D [4,3] Dx (10) Dx (50) Dx (90)
HDP 6.33 um 18.6 pm 6.49 um 16.5 um 33.7 um
IDP 5.28 um 17.6 um 5.47 ym 15.8 um 31.9 pm

HDP=High degree of polymerization, IDP =Intermediate degree of polymerization.

Morphology of powdered fructan fractions
The surface morphology of the particles of the HDP and IDP fractions (Figure 2 A,
B, C, D), showed a spherical shape, non-porous and with certain cracks that could
have been caused by the rapid evaporation of water within the spray drying chamber,
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Figure 2. Scanning electron micrograph of powdered Agave tequilana cv. cenizo fructans of (a)
HDP = High degree of polymerization (250x); (b) HDP (5000x); (c) IDP = Intermediate degree of
polymerization (250x); (d) IDP (5000x).

followed by a rapid cooling of the particle during the final part of the drying process
(Macias-Cortés et al., 2020; Medina-Torres et al., 2019).

Furthermore, some of the spherical particles showed hollow centers; this was
possibly caused by vapor accumulation and differences in vapor pressure inside
(Anandharamakrishnan and Ishwarya, 2015).

The above results indicate that fructan fractions have great potential as an encapsulating
agent, as they could be used as a wall material. Similar results were reported on the use
of agave fructan fractions for the encapsulation of bioactive compounds and probiotic
microorganisms by Ceja-Medina et al. (2020).

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Thermograms of the agave fructan fractions (Figure 3) showed a shift in the glass
transition temperature (Tg), largely dependent on DPa. The Tg for each fraction
was 152.17; 216.12 and 227.5 °C, for the fractions enriched in LDP, IDP and HDP,
respectively.

These results are in the range of 150 to 230 °C, similar to those obtained by Cruz-
Salas et al. (2019) who reported a Tg for fructan fractions from Agave tequilana Weber
cv. azul of 174-232 °C, and Ramos-Hernandez ef al. (2018) a Tg of 205.48-257.7 °C;
the variability of Tg temperatures reported in the scientific literature, is mainly due
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Figure 3. Thermogram of fructan fractions of Agave tequilana cv. cenizo powder: LDP = Low
degree of polymerization; IDP = Intermediate degree of polymerization; HDP = High degree of
polymerization.

to the heterogeneity in the composition and distribution profile of fructans related
to the study species, in addition to environmental conditions and extraction method
(Aldrete-Herrera ef al., 2019).

It should be noted that the Tg shift in the ultradiafiltered fractions, in addition to DP,
appears to be related to the types of linkages present in the agave fructans. The 3 (2-6)
bonds induce high flexibility in this type of biopolymer, as reported in the literature
(Espinosa-Andrews and Urias-Silvas, 2012). Furthermore, the free bonds of the
monosaccharides present (mostly fructose) interact with water molecules that induce
a plasticizing effect, and consequently, reduce Tg (Goula and Adamopoulos, 2010). It
is important to highlight that the thermograms of the HDP and IDP enriched fractions
showed more than one inflection, which is related to the presence of fructans with
different DPa, this confirms what was previously observed in the dispersion profiles
and with the DTP (Tables 1 and 2). From the above, the ability of ultradiafiltration
to selectively enrich DP from HDP, IDP and LDP fractions, based on the membrane
molecular weight cutoff, can be confirmed. This enrichment provides differences in
thermal stability and is directly related to the enriched DPa, the higher the DP, the
higher the thermal stability of the agave fructan fractions.
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Rheological properties: Simple shear flow

Concentration effect

The rheological behavior of the fractions obtained in powder, and reconstituted in
an aqueous medium (Figure 4A, B, C), show that the viscosity is mechanically stable
to flow, i.e., presented a Newtonian behavior in all the samples at the different
concentrations studied. On the other hand, viscosity is concentration-dependent
(Figure 4D), i.e., an increase in concentration in the semi-dilute regime (= 20 %) due
an interaction between the fructan chains, causing a cross-linking between them that
restricts free movement, observing an increase in their viscosity at simple shear. In
Figure 4C, it can be seen that the LDP fraction presents the lowest viscosity, followed
by the IDP fraction (Figure 4B), and finally, the highest viscosity was observed in the
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Figure 4. Effect of concentration of Agave tequilana cv. cenizo fructan fractions on viscosity (u) over a single shear rate (y) at
25 °C. (A) HDP = High degree of polymerization fraction; (B) IDP = Intermediate degree of polymerization fraction; (C) LDP
= Low degree of polymerization fraction; (d) Comparison of viscosity of HDP (A), IDP (H) and LDP (#) fructans at different
concentrations.
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HDP fraction (Figure 4A). This is possibly due to the formation of a complex and
free-flowing structure of the agave fructan chains with their corresponding DP in the
medium.

This mechanical flow behavior of the three fructan fractions at concentrations of less
than 20 % presupposes weak structural arrangements, and results in viscosity values
very similar to water at a temperature of 25 °C.

Temperature effect

The thermal stability to flow of the fructan fractions is shown in Figure 5. The HDP
and IDP fractions had similar behavior with increasing temperature, while the
LDP fraction had a decrease in viscosity magnitude. This is mainly attributed to a
higher concentration of mono- and disaccharides present in the LDP fraction. In all
the samples of the agave fructan fractions a Newtonian behavior is exhibited, this
behavior allows to assume that there are no significant structural changes with respect
to the temperature imposed to the simple shear flow, which corresponds to what was
observed by calorimetry.
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Figure 5. Effect of temperature of Agave tequilana cv. cenizo fructan fractions on viscosity (i) over a single shear
rate (g) at 30 % (w/v); 25 °C. (a) HDP = High degree of polymerization fraction; (b) IDP = Intermediate degree of
polymerization fraction; (c) LDP = Low degree of polymerization fraction.
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Finally, the activation energy (Ea) at flow of the three fractions had similar values,
i.e., they are thermally stable at flow in the temperature range studied. That is, for
example, at a concentration of 30 % (w/v), its relationship to DP is as follows: HDP
= 0.089 Kcal'mol?, IDP = 0.074 Kcal'mol?, LDP = 0.094 Kcal'mol'. Where, a higher
Ea translates as a faster change in viscosity with respect to temperature, so that,
according to the results obtained, the fructan fractions show a thermo-mechanically
stable behavior to the flow in the temperature range studied.

Effect of pH

The effect of pH on the fractions of the reconstituted powders was evaluated in aqueous
medium between pH 2 to 9 (Figure 6D) at a fixed concentration and temperature of
30 % (w/v) and 25 °C. No significant dependence of the fractions on pH was observed
in the acidic and alkaline regions; i.e., they do not exhibit an isoelectric point (Figure
6 A, B, C). This might suggest that the fructan chains have a net charge of zero. Ponce
et al. (2008) concluded that the pH and conductivity behavior of agave fructans is

HDP L IDP
A *pH?2
mpH 33
4[; epH 6
£ ApH?Y
Zz
£
F
taedddinntannan
H I T YYYRY) o
T!........................ faafienzronnyreestnsyeyy
0.1 10 100 0.1 1 10 100
Shear rate (s) Shear rate (s)
C LDP 0.1 b
_ —— HDP
b —=— IDP
£
; —a— LDP
£
i L r_//_,_—‘————'—’—‘*'"‘——‘
faafiezzayneneasensnyyyy F— 2= —
0.01
0.1 1 10 100 2 35 6 9
Shear rate (s) pH

Figure 6. Effect of pH of Agave tequilana cv. cenizo fructan fractions on viscosity (u) over a single shear rate (g) at 30 %
(w/v); 25 °C. (a) HDP = High degree of polymerization fraction; (b) IDP = Intermediate degree of polymerization fraction;
(c) LDP Low degree of polymerization fraction; (d) Comparison of viscosity of HDP, IDP and LDP fructans at different

pH.
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concentration-dependent only, and limits free water in solution, favoring molecule-
molecule interactions, and decreasing the magnitude of pH, as well as the amount
of impurities and other saccharides during separation or extraction, making this
property of interest during the formulation of food matrices with weak hydrophobic
interactions.

Finally, the physico-mechanical characterization of the ultradiafiltered agave fructan
fractions allows them to be considered in the food and pharmaceutical industry, due
to the properties that each of the agave fractions impart to the conditions studied, as a
good stabilizing agent, cross-linker, wall material and prebiotic fiber.

CONCLUSIONS
The present rheological and physicochemical characterization of fructans from Agave
tequilana cv. cenizo revealed that the fractions of high and intermediate degree of
polymerization presented a modal particle size distribution, which improved the flow
properties and mechanical stability to single shear flow with respect to the native
fructans.
Differential scanning calorimetry studies revealed that the thermal stability of the
fractions is related to their degree of polymerization. While its activation energy
revealed a stable thermo-mechanical behavior to the flow.
The fractions reconstituted in aqueous medium showed Newtonian behavior at
different concentration, temperature and pH conditions, i.e., they maintain a constant
viscosity in the single shear flow range, with a magnitude and dependence on the
degree of polymerization.
The stability and technofunctional properties of the enriched fractions improve
those of native agave fructans, which is of potential interest in their use the food and
nutraceutical industry, as thickening agents, stabilizers, crosslinkers, wall material
and soluble prebiotic fiber, among others.
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RESUMEN
Las propiedades fisico-mecanicas de fracciones de fructanos en diferentes especies de agave sin
Denominacion de Origen del Tequila (DOT), requieren ser estudiadas para identificar y ampliar
aplicaciones industriales. Se realizo la caracterizacion reoldgica y fisicoquimica de tres fraccio-
nes de fructanos de Agave tequilana cv. cenizo sin DOT, con diferente grado de polimerizacién
(GP) para proponer su uso como aditivo en la industria alimentaria. Las fracciones fueron ob-
tenidas mediante enriquecimiento del GP aparente (GPa) por ultradiafiltracion escalonada con
membranas de 10, 5 y 1 kilodalton (kDa) y clasificadas en base a la fraccion enriquecida eviden-
ciadas mediante perfiles HPLC con detector amperométrico. El ultradiafiltrado de la membrana
con 10 kDa, denominado Alto Grado de Polimerizacién (AGP), mostr6 enriquecimiento de fruc-
tanos con alto GPa > 30, el de 5 kDa denominado Intermedio Grado de Polimerizacion (IGP),
presenta enriquecimiento en GPa entre 10 a 30, estas fracciones secadas por aspersion, mostra-
ron una distribuciéon de tamafio de particula modal (D [4,3] <20 um). En el ultradiafiltrado de
la membrana de 1 kDa, denominado Bajo Grado de Polimerizacién (BGP), se enriquecieron los
fructo-oligosacaridos (FOS) y fructanos con GPa maximo de 15; esta muestra fue concentrada a
72 °Brix. La transicién vitrea (Tg) mostré un incremento dependiente del GPa (BGP =152.17 °C,
IGP =216.12 °C y AGP =227.5 °C). La viscosidad fue dependiente del grado de polimerizacién,
exhibiendo un comportamiento termo-mecanico estable al flujo. Los polvos reconstituidos pre-
sentaron un comportamiento newtoniano y estable al flujo en rango de concentracién de 2-50 %,
temperatura de 5-45 °C y pH de 2-9. Las propiedades macro y micro estructurales identificadas
en las respectivas fracciones de fructanos de agave, diversifican posibles aplicaciones con poten-
cial interés como material encapsulante, estabilizante y edulcorante prebidtico, entre otras que

tienen los fructanos de agave en la industria alimentaria y nutracéutica.

Palabras clave: Agave tequilana cv. cenizo, fracciones de fructanos de agave, grados de polimeri-

zacion, reologia, transicion vitrea.
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INTRODUCCION
Los fructanos de agave son una mezcla compleja de cinco grupos de estructuras con
enlaces 3 (2-1) y/o 3 (2-6), entre los que predominan principalmente graminanos y
agavinas (Mancilla-Margalli y Lépez, 2006). Debido a sus propiedades funcionales, los
fructanos de agave en su forma nativa han captado el interés nacional e internacional
principalmente de la industria alimentaria y farmacéutica (Juarez-Trujillo ef al., 2021;
Nieto-Mazzocco et al., 2022). Diversos estudios han demostrado su efecto prebidtico,
estimulando el crecimiento de bacterias acido lacticas (Martinez-Gamino et al., 2022)
debido a su capacidad de fermentacion en el colon produciendo acidos grasos de ca-
dena corta (acetato, butirato y propionato, mayoritariamente), que al acidificar el trac-
to gastrointestinal reducen la proliferacion de microorganismos patogenos (Sayago-
Ayerdi et al., 2020). Ademas, se han reportado sus aplicaciones tecnolégicas como un
agente estabilizante y material de pared en diversas formulaciones (Judrez-Trujillo et
al., 2021; Hernandez-Granados et al., 2022). Sin embargo, la concentracién de azticares
simples en los fructanos nativos les confiere una alta higroscopicidad y poca estabili-
dad térmica (Ignot-Gutiérrez et al., 2020). Por lo anterior, para reducir la concentracion
de aztcares simples, Ortiz-Basurto et al., (2017) propuso el enriquecimiento de grados
de polimerizacién (GP) especificos de fracciones de fructanos de agave mediante un
proceso escalonado de ultradiafiltracion (UDF); donde las fracciones obtenidas mos-
traron mejores propiedades tecnolédgicas en relacion a la mezcla de fructanos nativos.
Actualmente, se ha demostrado que las fracciones enriquecidas mediante UDF con
alto GP, son una alternativa interesante, novedosa y efectiva como material de pared
de compuestos funcionales y probidticos debido a su efecto fotoprotector y propieda-
des fisico-mecanicas (Ceja-Medina et al., 2020; Martinez-Martinez ef al., 2022), esto pro-
mueve un mayor interés en su incorporacion para diferentes matrices alimentarias con
propiedades tecno-funcionales y sensoriales mejoradas (Ceja-Medina et al., 2020). Sin
embargo, debido a la alta demanda de Agave tequilana Weber cv. azul para elaborar be-
bidas con DOT, es necesario estudiar otras variedades de agave sin DOT que presenten
perfiles de distribucion de fructanos adecuadas para obtener fracciones enriquecidas
con diferentes GP. En ese sentido, Aldrete-Herrera et al. (2019) reportaron los perfiles
de distribucién de fructanos de cinco variedades de agave silvestre sin DOT (Agave
spp., A. atrovirens, A. salmiana spp. crassipina, A. fequilana cv. cenizo y A. salmiana cv.
chino), observando que la dispersion del GP esta estrechamente relacionada con la
variedad, la edad de la planta y la zona de crecimiento. Por su parte, Garcia-Gamboa
et al. (2020) demostraron que todas las variedades estudiadas por Aldrete-Herrera et
al. (2019), mostraron un efecto prebiotico en el crecimiento de bacterias probioticas aci-
do lacticas (Lactobacillus spp. y Bacillus spp), donde particularmente, las fracciones de
Agave tequilana cv. cenizo presentaron la mejor respuesta en un simulador de tracto in-
testinal ex — vivo. Adicionalmente, las fracciones de fructanos de alto e intermedio GP,
inhibieron el crecimiento de bacterias patdgenas como Clostridium sp.y Salmonella sp.
Por lo anterior, en este estudio se llevd a cabo la caracterizacidon de las propiedades
reologicas y fisicoquimicas de las fracciones enriquecidas de alto, intermedio y bajo
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GP de fructanos de Agave tequilana cv. cenizo con el objetivo de identificar sus posibles
aplicaciones en la industria alimentaria y nutracéutica.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Las fracciones de fructanos de alto, intermedio y bajo GP fueron obtenidas a partir
de muestras donadas por la empresa Nutriagaves de México S.A. de C.V. de Agave
tequilana cv. cenizo cosechado en el estado de Jalisco (20°34'00” N 103°40°35” O) en
tres diferentes rangos de madurez (2 a 4, 6 a 8 y 10 a 12 afos). Se colectaron tres agaves
de cada rango, considerando a cada uno como unidad experimental. Los fructanos se
extrajeron por separado de cada unidad experimental de acuerdo a la metodologia
reportada por Aldrete-Herrera et al. (2019). Las fracciones fueron separadas en un sis-
tema de laboratorio provisto de celda tipo tanque agitado con membranas de celulosa
regenerada (Millipore®) de 10, 5y 1 kDa en condiciones de operacion de 2 bar, 200 rpm
y 25 °C. El proceso escalonado se logré al aplicar en etapas consecutivas las membra-
nas, el retenido en cada etapa fue concentrado a un factor de reduccion volumétrico de
dos, e inmediatamente, diafiltrado en la misma celda, dos veces con agua desionizada
en proporcion 1:1 (v/v), los cuales fueron denominados como fracciones ultradiafiltra-
das. Las fracciones retenidas doblemente UDF de alto grado de polimerizacion (AGP)
e intermedio grado de polimerizacién (IGP), fueron estabilizadas en un secador por
aspersion de disco rotatorio LPG5 (CIMA Industries, China) para la obtencién de pol-
vos, como lo reporta Ceja-Medina et al. (2020) a 100 °C de temperatura de entrada y
80 °C de temperatura de salida y un flujo de alimentacién de 1.11 L-h'. Finalmente,
la fracciéon de bajo grado de polimerizacion (BGP) fue concentrada a 72 °Brix en un
rotavapor Rv 8 (Buchi, Staufen, Alemania) a 60 °C.

Dispersion del grado de polimerizacion de las fracciones de fructanos de agave
El grado de polimerizacion aparente (GPa) de las fracciones de fructanos de agave fue
determinado por comparacion de los tiempos de elucién entre las muestras y un es-
tandar de inulina de achicoria 12255, nistosa, kestosa, sacarosa, glucosa y fructosa (Sig-
ma Aldrich, MO, USA) ajustado a 80 min, similar a lo reportado por Aldrete-Herrera
et al. (2019). Cada una de las muestras y los respectivos estandares fueron disueltos en
agua Milli-Q (1.25 pS) a una concentraciéon de 2 mg-mL™, centrifugadas 10 min a 10000
rpm, 10 °C. Los sobrenadantes fueron filtrados con una membrana de nylon de 0.45
um (Millipore®, MA, USA) antes de ser inyectados al cromatografo de alta resolucion
de intercambio aniénico provisto con un detector de pulsos amperométricos ICS-5000
(DIONEX-Thermoscientific,c MA, USA). Se utilizé una columna Carbopac PA-100 (45
" 250 mm) con una precolumna PA-100 (45 mm ~ 50 mm), con gradientes lineales y
escalonados con dos eluentes E1) NaOH 100 mM y E2) CH,COONa 600 mM disuelto
en El a 35 °C, 1 mL-min™. El eluente E1 permiti¢ el ajuste al 100 %, mientras que E2 se
programo respecto al tiempo de la siguiente forma: 0 min, 2 %; 5 min, 8 %; 30 min,
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35 %; con incrementos escalonados de 5 % cada 5 min, hasta min 60, entre 65-70 min se
mantuvo a 100 % y al min 80, se redujo al 2 % para finalizar durante 10 min a la misma
concentracion inicial. Los cromatogramas fueron reportados en nC vs tiempo. Con el
procesador Chromeleon® se integraron las areas bajo la curva de mono y disacaridos,
FOS GPa 3-9, GPa 10-30 y GPa >30 hasta el pico de elucion final que corresponde a un
GPa_, . ~de 70 de acuerdo a estandar de inulina. La suma de todos representa el 100

% en cada muestra.
Propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de las fracciones en polvo de AGP e IGP

Analisis fisicoquimicos

La caracterizacion fisicoquimica se llevé a cabo mediante la determinacion de pH (mé-
todo 920.43), solidos solubles totales (método 967.21) y contenido de humedad (méto-
do 964.22) de acuerdo a la metodologia descrita por la AOAC (1990).

Densidad aparente
En una probeta de 250 mL se colocaron 100 g de polvo sin compactar; esta masa fue
dividida entre el volumen medido y los resultados se reportaron en g-cm™.

Compresibilidad

El analisis de compresibilidad fue realizado de acuerdo a la metodologia descrita por
Papadakis et al. (2006). Fueron colocados 100 g de la fraccién de fructanos en polvo en
una probeta graduada de 250 mL; posteriormente, la probeta fue golpeada 100 veces
en direccién vertical sobre la mesa de trabajo a una altura de 10 cm. El porcentaje de
compresibilidad fue determinado segtin la ecuacion 1.

Volumen comprimido (mL)
Compresibilidad (%) = x 100
Volumen total (mL) (1)

Indice de Hausner
El indice de Hausner fue reportado como el cociente resultante del volumen compri-
mido y el volumen total registrado en la prueba de compresibilidad.

Distribuciéon de tamano de particula (DTP)

La DTP se determino en un analizador de tamafio de particula Master Sizer 3000 (Mal-
vern Instruments Ldt, Malvern, UK) por difracciéon de rayo laser, equipado con un
accesorio Aero S para polvo seco y particulas finas. El tamafio de las particulas fue
evaluado como la media del didametro de la superficie [D 3,2], la media del diametro de
volumen [D 4,3], y la media aritmética de longitud [Dx]. El indice de refraccion esta-
blecido en el analizador fue de 1.382 y absorbancia de 0.1 (Medina-Torres et al., 2019).
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Microscopia electronica de barrido (MEB)
La morfologia de las fracciones en polvo de fructanos de agave AGP e IGP fueron ob-
servadas en MEB JSM6300 (JEOL, Japén). Las muestras de polvo se colocaron en una
base de cobre, se fijaron con una cinta conductora y fueron recubiertas con oro para
obtener micrografias de superficie. Las muestras se observaron con un aumento de
250 a 5000x (Medina-Torres et al., 2016).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
La temperatura de transicion vitrea (Tg) de AGP, IGP y BGP fue determinada por DSC
en un DSC 250 (TA, instrument, DE, USA), usando un estandar de indio (temperatura
de fusion: 156.6 °C). Se colocaron 2.5 mg de muestra en una capsula de aluminio se-
llada herméticamente. Los eventos térmicos se registraron en un rango de 0 a 300 °C
con una velocidad de calentamiento de 10 °C-min™ en atmdsfera de nitrégeno (Ramos-
Hernandez et al., 2018).

Propiedades reologicas de las fracciones de fructanos en polvo,
reconstituidas en un medio acuoso

Suspensiones acuosas

Previo al analisis reolégico, las fracciones de fructanos en polvo fueron resuspendidas
y homogenizadas en agua MQ para la obtencion de soluciones a diferentes concentra-
ciones [2, 5, 7, 10, 20, 30, 40 y 50 % (p/v)], el proceso se llevd a cabo mediante agitacion
constante en una parrilla magnética (CLS6795420 KIT Sigma) a 250 rpm por 15 min a
25°C.

Analisis reologico

En el analisis reologico se utilizaron diferentes concentraciones de fracciones de fruc-
tanos (2, 5,7, 10, 20, 30, 40 y 50 % p/v), a distintas temperaturas (5, 10, 25, 37 y 45 °C) y
pHs (2, 3.5, 6 y 9), fueron analizados en un reémetro hibrido DHR-1 de esfuerzos con-
trolados (TA Instruments, DE, USA) empleando un sistema reométrico de cilindros
concéntricos (21.96 mm de didmetro externo y 20.38 mm de didmetro interno, 59.50
mm de alto, y 500 um gap). La estimacion de la viscosidad en flujo a la cizalla simple
se realiz6 por duplicado, en un intervalo a la cizalla de 0.1 a 300 s™. Los datos fueron
analizados con el programa TRIOS de TA Instruments (version 5.2.1).

Ademas, la estimacion de la energia de activacion al flujo fue calculada mediante la
ecuacion de Arrhenius (Ec. 2):

]

n=Aep\ 2T - LIT)

(2)

Donde, 5 es la viscosidad a una velocidad de corte establecida, Ea es la energia de
activacion al flujo (Kcal-mol™?), R es la constante de los gases (1.987207 cal- mol’-K"), A,
es la constante de la frecuencia molecular entre T y T (K).
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Analisis estadistico
Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una sola via
siguiendo el modelo estadistico lineal:

Y,']'=H+T,'+£ij (3)

Donde, u es la media global que determina el parametro de escala comtn a todos los
tratamientos, T, es un parametro que mide el efecto del tratamiento i, £, es el error
atribuible a la medicion Y. Los analisis fueron realizados mediante el paquete STA-
TISTICA version 12 (StatSoft. Inc. 1984-2014, Tulsa, OK, Estados Unidos). Se utilizo la
prueba LSD de Fisher con un nivel de confianza del 95 % para comparacion de medias
entre las muestras. Todos los experimentos y analisis se realizaron por triplicado y
los resultados fueron expresados con las medias y su respectivo error estandar de la
media.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dispersion del grado de polimerizacion aparente
Los perfiles de dispersion del GPa de las fracciones de fructanos de agave ultradiafil-
trados confirman el enriquecimiento en su concentracion (Figura 1). Debido a que no
existen estandares de fructanos de agaves para definir el GP, la comparacion de los
perfiles de elucion con el estandar de inulina de achicoria, kestosa, nistosa, sacarosa,
fructosa y glucosa (Figura 1E y 1F), permitieron definir el GPa en cada una de las frac-
ciones estudiadas. La muestra de fructanos nativos (Figura 1D) contenian una concen-
tracion de 16.74 + 4.6 % de mono y disacdridos, que representa el 15.71 + 2.8 % del area
bajo la curva total de la muestra, calculada con el procesador Chromeleon. El perfil de
las muestras ultradiafiltradas de AGP (Figura 1A) muestran el enriquecimiento de los
fructanos con GPa mayor a 30 a una concentracién de 51.19 %; la acumulacion en el

pico final de elucion corresponde a GPa de 70, coincidiendo con lo reportado por

Aldrete-Herrera et al., 2019. Esta fraccic')ri reodujo su concentracion de mono y disacé-
ridos a 3.2 % y de FOS a 9.2 %, incluyendo kestosa y nistosa. Por su parte, la fraccién
de IGP (Figura 1B) presenta 5.6% de FOS y se observa el enriquecimiento de la con-
centracion de fructanos con GP entre 10 a 40. Finalmente, la fraccion BGP (Figura 1C)
de 15. La diversidad

estructural de los fructanos de agave es un indicativo de la gran cantidad de enzimas

presenté un 10.8 % de GP 1y 2 con una dispersion de GPa_, .
fructosiltransferasas que estan presentes y activas en las vacuolas del “mezontle” de
Agave tequilana cv. cenizo durante su crecimiento, lo cual define la presencia de dife-
rentes isdmeros lineales y ramificados en la familia agavacea (Mellado-Mojica et al.,
2017). Si bien los procesos baromembranarios separan componentes principalmente
por diferencia de tamarfio, las estructuras de los isémeros de fructanos de agave y con
GP cercanos, parecen estar entrelazados, de tal modo que pese a las dos diafiltracio-
nes, no es posible tener una dispersion especifica que defina el corte en un GP para
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Figura 1. Perfil cromatografico de intercambio aniénico que muestra la dispersién del grado de
polimerizacion aparente (GPa) de fracciones de fructanos enriquecidas por ultradiafiltracion
(a-c), FNA= Fructanos Nativos de Agave tequilana cv. cenizo (d), comparados con estandares de
inulina (e) y sacaridos (f).

cada fraccion. Adicionalmente, el equilibrio osmético que regula la difusividad de los
componentes de la mezcla a separar en sistemas con superficies porosas, dificulta la
obtencion de fracciones altamente purificadas. Es por ello que no se logra tener per-
files con un GP especifico que distinga a cada fraccion. Sin embargo, la dispersion de
estos perfiles, demuestra claramente que es posible obtener fracciones enriquecidas
con fructanos de diferente GPa (Figura 1), definidos por el peso molecular de corte de
las membranas seleccionadas en el proceso escalonado de ultradiafiltracion.

Propiedades fisico-mecanicas de las fracciones en polvo de alto (AGP)
e intermedio (IGP) Grado de Polimerizacion aparente

Las propiedades mecanicas al flujo de los polvos reconstituidos en medio acuso de-
terminan una serie de condiciones para su posible aplicacion en la industria quimica
que van desde el transporte, condiciones de almacenamiento, vida til e incorporacion
en diferentes formulaciones (Leén-Martinez et al., 2011). La densidad aparente de las
fracciones de AGP e IGP no mostraron diferencia significativa entre las muestras (p <
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0.05), presentando valores de 0.39 + 0.003 g-cm™ para AGP y 0.36 + 0.009 g-cm™ para
IGP (Cuadro 1). Este parametro es dependiente del tamafo, forma y superficie de la
particula (Pereira-Bicudo et al., 2015), caracteristicas que se definen por las condiciones
de operacién definidas en el secado por aspersion (Ceja-Medina et al., 2020), en donde,
altas temperaturas inducen una rapida evaporacion de agua, lo cual forma una estruc-
tura porosa de particulas con una menor contraccion de las gotas (Walton, 2000). Otro
factor, es el contenido de humedad, un mayor porcentaje de humedad en el polvo
ocasiona que las particulas se aglomeren, dejando espacios mas grandes entre ellas,
lo cual afecta la densidad aparente de los polvos resultantes (Goula y Adamopoulos,
2005). Ortiz-Basurto et al. (2017), reportaron valores similares de densidad aparente
para microparticulas utilizando fracciones de fructanos AGP y alto rendimiento de
Agave tequilana Weber cv. azul con particulas porosas y de superficie irregular, lo que
influyé en la densidad a granel del polvo.

Cuadro 1. Analisis fisicoquimicos de fructanos de Agave tequilana cv. cenizo en polvo.

Muestra Humedad Densidad aparente Compresibilidad Indice de

s (%) (g-em?) (%) Hausner
AGP 6.05+0.094 a 0.39+0.003 a 58.39+1.715a 1.48+0.034 a
IGP 418+0.020 b 0.36 +0.009 a 53.15+1.029b 145+0.015a

*Las letras indican diferencia estadisticamente significativa (p = 0.002) entre columnas. AGP=
Alto grado de polimerizacién, IGP= Intermedio grado de polimerizacion.

Por su parte, el indice de Hausner (IH) obtenido para las fracciones de AGP e IGP fue
de 1.2, lo que indica que son polvos con poca fluidez, lo cual esta relacionado con su
higroscopicidad que, aunque reducida en comparacion a los fructanos nativos, aun
determina poca fluidez en las fracciones enriquecidas, debido a presencia de entre 8.6
y 12.4 % de FOS (Cuadro 1). E1 IH y el porcentaje de compresibilidad de los polvos se
correlaciona con la morfologia y la DTP, en cuyo caso la DTP esférica y monomodal
aseguran una baja interaccion entre las particulas, y evitan algunos de los efectos de
pegajosidad (Rodriguez ef al., 2014), lo que se traduce en una mayor estabilidad en las
fracciones ultradiafiltradas.

La DTP es uno de los parametros fisicos con mayor importancia en las propiedades
mecanicas al flujo. Las particulas pequefias con distribuciéon monomodal son desea-
bles, ya que tienen una mayor superficie de contacto, y en principio, son estables me-
canicamente al flujo, por lo que su incorporacién a las matrices alimentarias resulta
homogeénea y se disuelven rapidamente (Shi et al., 2013). Las fracciones de fructanos
en polvo, mostraron una DTP monomodal para AGP e IGP con un tamano de D [4,3]
de 18.6 um y 17.6 um, respectivamente (Cuadro 2). Esto indica que independiente-
mente del GPa, la mayoria de las particulas tienen un tamano uniforme, esto como
resultado de las condiciones en las que las fracciones se estabilizaron en el proceso
de secado por aspersion (Cervantes-Martinez et al., 2014; Medina-Torres el al., 2019).
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Cuadro 2. Distribuciéon del tamafo de particula de fructanos de Agave tequilana cv.
cenizo en polvo.

Muestra D [3,2] D [4,3] Dx (10) Dx (50) Dx (90)
AGP 6.33 um 18.6 um 6.49 um 16.5 um 33.7 um
IGP 5.28 um 17.6 pm 5.47 um 15.8 um 31.9 um

AGP= Alto grado de polimerizacién, IGP= Intermedio grado de polimerizacion.

Morfologia de las fracciones de fructanos en polvo

La morfologia de la superficie de las particulas de las fracciones AGP e IGP (Figura 2
A, B, C, D), mostraron una forma esférica, no porosas y con ciertas grietas que pudie-
ron ser ocasionadas por la rapida evaporacion del agua dentro de la cAmara de secado
por aspersion, seguido de un rdpido enfriamiento de la particula durante la parte final
del proceso de secado (Macias-Cortés et al., 2020; Medina-Torres ef al., 2019).
Ademas, algunas de las particulas esféricas mostraron centros huecos; esto posible-
mente fue ocasionado por la acumulacion de vapor y las diferencias en la presion de
vapor en el interior (Anandharamakrishnan y Ishwarya, 2015).

Los resultados anteriores, indican que las fracciones de fructanos tienen un gran po-
tencial como un agente encapsulante, ya que podrian emplearse como material de

— 100pm ITM-UNAM - lun TTM-UNAM
5.0kv SEI L %D 6. omm X 5,000 5.0kV SEI  SEM WD 8. Omm

100pm TTM-UNAM 1pm  TTM-UNAM
WD 7. 9mm

—
5.0kv SET I YD 8. 5mm X 5,000 5.0kv SET _ SEM

Figura 2. Micrografia electronica de barrido de las fracciones de fructanos de Agave tequilana
cv. cenizo en polvo de (A) AGP: Alto grado de polimerizacion (250x); (B) AGP (5000x); (C) IGP:
Intermedio grado de polimerizacién (250x); (D) IGP (5000x).
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pared. Resultados similares fueron reportados en el uso de fracciones de fructanos de
agave para la encapsulacién de compuestos bioactivos y microorganismos probioticos
por Ceja-Medina et al. (2020).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Los termogramas de las fracciones de fructanos de agave (Figura 3) mostraron un
corrimiento en la temperatura de transicion vitrea (Tg), dependiente en gran medida
del GPa. La Tg para cada fraccion fue de 152.17; 216.12 y 227.5 °C, para las fracciones
enriquecidas en BGP, IGP y AGP, respectivamente.

BGP

Flujo de Calor (W-g1)

-6

-8
AGP

10

A2
o 50 100 150 200 250 300 350

Temperatura ( °C)

Figura 3. Termograma de fracciones de fructanos de Agave tequilana cv. cenizo en polvo: BGP =
Bajo grado de polimerizacion; IGP = Intermedio grado de polimerizacion; AGP = Alto grado de
polimerizacion.
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Estos resultados se encuentran en un rango de 150 a 230 °C, similar a lo obtenido por
Cruz-Salas et al. (2019) quienes reportaron una Tg para fracciones de fructanos de Aga-
ve tequilana Weber cv. azul de 174-232 °C, y Ramos-Hernandez et al. (2018) una Tg de
205.48-257.7 °C; la variabilidad de las temperaturas de Tg reportadas en la literatura
cientifica, se debe principalmente a la heterogeneidad en la composicion y perfil de
distribucién de los fructanos relacionados con la especie de estudio, ademas de condi-
ciones ambientales y método de extraccion (Aldrete-Herrera et al., 2019).

Cabe senalar, que el corrimiento de la Tg en las fracciones ultradiafiltradas, ademas
del GP, parece estar relacionado con los tipos de enlaces presentes en los fructanos de
agaves. Los enlaces 3 (2-6) inducen a una alta flexibilidad en este tipo de biopolimero,
tal como se reporta en la literatura (Espinosa-Andrews y Urias-Silvas, 2012). Ademas,
los enlaces libres de los monosacaridos presentes (mayormente fructosa) interaccio-
nan con las moléculas de agua que induce un efecto plastificante, y consecuentemente,
reducen la Tg (Goula y Adamopoulos, 2010). Es importante resaltar que los termogra-
mas de las fracciones enriquecidas de AGP e IGP mostraron mas de una inflexion, lo
cual esta relacionado con la presencia de fructanos con diferente GPa, esto confirma lo
observado previamente en los perfiles de dispersion y con la DTP (Cuadros 1y 2). Por
lo anterior, se puede confirmar la capacidad de la ultradiafiltraciéon para enriquecer
selectivamente el GP de las fracciones AGP, IGP y BGP, en base al peso molecular de
corte de la membrana. Este enriquecimiento aporta diferencias de la estabilidad térmi-
cay estd directamente relacionado con el GPa enriquecido, a mayor GP se incrementa
la estabilidad térmica de las fracciones de fructanos de agave.

Propiedades reoldgicas: Flujo a la cizalla simple

Efecto de la concentracion

El comportamiento reolégico de las fracciones obtenidas en polvo, y reconstituidos
en un medio acuoso (Figura 4 A, B, C), muestran que la viscosidad es estable me-
canicamente al flujo, es decir, presentan un comportamiento Newtoniano en todas
las muestras a las diferentes concentraciones estudiadas. Por otra parte, la viscosi-
dad es dependiente de la concentracién (Figura 4D), es decir que, a un aumento de la
concentracion en el régimen semi-diluido (= 20 %) favorece una interaccion entre las
cadenas de fructanos, ocasionando un entrecruzamiento entre ellas que restringe el
libre movimiento, observando un incremento de su viscosidad a la cizalla simple. En
la Figura 4C, se aprecia que la fraccion BGP presenta la menor viscosidad, seguida por
la fraccion de IGP (Figura 4B), y finalmente, la mayor viscosidad se observd en la frac-
cion de AGP (Figura 4A). Esto se debe posiblemente a la formacion de una estructura
compleja y de libre movimiento al flujo que presentan respectivamente las cadenas de
fructanos de agave con su correspondiente GP en el medio.

Este comportamiento mecanico al flujo de las tres fracciones de fructanos a concentra-
ciones menores al 20 % presupone arreglos estructurales débiles, y da como resultado
valores de viscosidad muy similar al agua (1 cP) a una temperatura de 25 °C.
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Figura 4. Efecto de la concentracion de las fracciones de fructanos de Agave tequilana cv. Cenizo en viscosidad (p) sobre un
barrido de cizalla (y) a 25 °C. (A) AGP = Alto grado de polimerizacién; (B) IGP = Intermedio grado de polimerizacién; (C)
BGP = Bajo grado de polimerizacion; (D) Comparacion de la viscosidad de fructanos AGP (A), IGP (B) y BGP (#) a diferentes
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Efecto de la temperatura

La estabilidad térmica al flujo de las fracciones de fructanos se muestra en la Figura 5.
Las fracciones de AGP e IGP tuvieron un comportamiento similar con el incremento
de la temperatura, mientras que la fraccion BGP tuvo un decremento en la magni-
tud de la viscosidad. Esto es atribuido principalmente a una mayor concentracion de
mono y disacdridos presentes en la fraccion BGP. En todas las muestras de las fraccio-
nes de fructanos de agave se exhibe un comportamiento Newtoniano, este comporta-
miento permiten suponer que no hay cambios estructurales significativos respecto a
la temperatura impuesta al flujo de cizalla simple, lo cual corresponde a lo observado
por calorimetria.

Finalmente, la Energia de activacién (Ea) al flujo de las tres fracciones tuvo valores
similares, es decir, son térmicamente estables al flujo en el intervalo de temperatu-
ras estudiadas. Esto es, por ejemplo, a una concentraciéon de 30 % (p/v), su relacién



Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2626

Scientific article

Viscosidad (Pa‘s™)

0.001

791
% o1 A o o1 B
é ......... .-t 19 .:;‘: o ®
AGP 2 00l '...‘...».-v IGP T oot PR
Z b=}
b g
£ 0001 4 e o o R 2 £ 0001 - - - -
3 32 1%.0() 3 3 32 1"1"-(1() 36 38
Adltadnnaaandannanannnias Ahdddnnnnnnttdddbdananisan
Gecansnsssssrretterrrees oor | AEfETTTr et T ettt
e5°C  m10°C -25°C  37°C  a45°C % 55 8 g . 2 2 S
! j ! 0.001 T T 1
1 10 100 0.1 1 10 100
Velocidad de cizalla (S'l) Velocidad de cizalla (S'l)
7 o C
. £ @@
BGP 2 001 PUNE T .
=2
% E
¢ 2 0.001 + . . . :
g 0'1 > 3 32 34 36 38
= - 1TK)
= b |
k| co¥Vmunnnppnpbbbdddidddanss
'z 89 83ssenaanaaarmrrigimm==—r
ELReeed I TR T
B
+5°C m10°C =25°C e37°C A45°C
0.001 T T )
0.1 1 10 100

Velocidad de cizalla (s)

Figura 5. Efecto de la temperatura en la viscosidad a cizallamiento constante de fracciones de fructanos de agave a
30 % (p/v). (a) AGP = Alto grado de polimerizacion; (b) IGP = Intermedio grado de polimerizacion; (c) BGP = Bajo grado
de polimerizacion.

con el GP es como sigue: AGP = 0.089 Kcal-mol”, IGP = 0.074 Kcal'mol”, BGP = 0.094
Kcal'mol™. Donde, a una mayor Ea se traduce, como un cambio mas rapido en la visco-
sidad respecto a la temperatura, por lo que, de acuerdo a los resultados obtenidos, las
fracciones de fructanos muestran un comportamiento termo-mecanicamente estable
al flujo en el intervalo de temperaturas estudiadas.

Efecto del pH

Se evaluo el efecto del pH sobre las fracciones de los polvos reconstituidos en medio
acuoso, entre un pH de 2 a 9 (Figura 6D) a una concentracién y temperatura fija
de 30 % (p/v) y 25 °C. No se observé una dependencia significativa de las fracciones
respecto al pH en las regiones acidas y alcalinas; es decir, no presentan un punto iso-
eléctrico (Figura 6 A, B, C). Lo anterior, podria sugerir que las cadenas de fructanos
tienen una carga neta de cero. Ponce et al. (2008), concluyeron que el comportamiento
del pH y la conductividad de los fructanos de agave es dependiente de la concentra-
cién tnicamente, y limita el agua libre en la solucién, favoreciendo las interacciones
molécula-molécula, y disminuyendo la magnitud del pH, asi como la cantidad de
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impurezas, y otros sacaridos durante la separacion o extraccion, por lo que esta pro-
piedad es de interés durante la formulacién de matrices alimentarias con interacciones
hidrofoébicas débiles.

Finalmente, la caracterizacién fisico-mecanica de las fracciones de fructanos de agave
ultradiafiltradas, permiten por su relevancia en la aplicacion, ser consideradas en la
industria alimentaria y farmacéutica, por las propiedades que cada una de las fraccio-
nes de agave imparten a las condiciones estudiadas, como un buen agente estabilizan-
te, entrecruzante, material de pared y fibra prebiotica.

CONCLUSIONES
La presente caracterizacion reoldgica y fisicoquimica de fructanos de Agave tequilana
cv. cenizo reveld que las fracciones de alto e intermedio grado de polimerizacion pre-
sentaron una distribucidn de tamano de particula modal, que mejoré las propiedades

de fluidez y la estabilidad mecanica al flujo a la cizalla simple respecto a los fructanos
nativos.
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Los estudios de calorimetria diferencial de barrido revelaron que la estabilidad tér-
mica de las fracciones esta relacionada con su grado de polimerizacion. Mientras que
su energia de activacion, revel6 un comportamiento termo-mecanico estable al flujo.
Las fracciones reconstituidas en medio acuoso mostraron un comportamiento newto-
niano a las diferentes condiciones de concentracion, temperatura y pH, es decir, man-
tienen una viscosidad constante en el intervalo de flujo a la cizalla simple, con magni-
tud y dependiente del grado de polimerizacion.

La estabilidad y propiedades tecnofuncionales de las fracciones enriquecidas, mejora
a las que presentan los fructanos de agave nativos, lo cual resulta de potencial interés
en su uso en la industria de alimentos y nutracéutica, como agentes espesantes, estabi-
lizante, entrecruzante, material de pared y fibra prebiotica soluble entre otras.
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ABSTRACT
The purpose of this review was to analyze and synthesize the published research on renewable
alternative materials for improving seed quality to reduce pollution and raw material depletion.
The analysis focused on productivity by country and authors, as well as the most relevant
keywords. The articles were selected from the SCOPUS® and Web of Science™ databases, with
updates until November 2021. Subsequently, they were analyzed by bibliometric indicators
using VOS viewer v.1.6.15 and BIBLIOMETRIX v.3.0 software. The results show a global low
in scientific production, with a total of 61 publications; the highest number of publications
appears in 2020, with thirteen scientific reports. The most cited and prolific authors were Abbas
HK, Accinelli C, and Shier WT. The United States of America was the country with the most

V7]

publications (14). The most recently used keywords were “chitosan”, “biopolymer”, “seed

”oou

coating”, “maize (Zea mays L.)”, “seed treatment”, and “sustainable agriculture”. The most
widely documented developments were biostimulants, biocontrol, containers, and protective
drought agents. Interdisciplinary collaboration could promote the discovery of new materials

derived from renewable sources that have a significant impact on seed quality.

Keywords: treatment, protection, coating, dressing, bibliometric analysis.

INTRODUCTION
To withstand adverse conditions such as fungi and insect attack, seeds are usually
protected with insecticides, fungicides, coating films, and other polymers, which
also contribute to modifying their physical characteristics, including permeability,
size, and shape. Because of the depletion of raw materials and pollution generated
by some agrochemicals and materials, several authors and companies have proposed
renewable alternative materials to improve seed quality, such as chitin and chitosan to
improve germination and growth (Rahman et al., 2018), vermicompost and soy flour
to stimulate growth and development (Amirkhani et al., 2019), bioplastics for seed
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coating to reduce dusting (Accinelli et al., 2016; 2018b), Aspergillus flavus as a biocontrol
of aflatoxin production (Accinelli ef al., 2018a), chitosan and copper nanoparticles to
boost defense responses (Choudhary et al., 2017; Divya et al., 2020); and bacteria-based
biocomposites to stabilize the surrounding rhizosphere (Hussain et al., 2019). Other
materials have been proposed to enhance plant and plantlet development, such as
recycled tomato waste and hemp fibers for biodegradable pots (Schettini et al., 2013).
The overall advance of studies on the use and development of renewable alternative
materials for seed protection and germination promotion is unknown; a scoping review
can update the extent of the topic and consists of gathering information followed by
a bibliometric analysis (Verdejo et al., 2021). The use of bibliometric indicators allows
for objective and measurable quantitative data-driven evaluation (Flores-Fernandez
and Aguilera-Eguia, 2020), allowing to infer research trends over time and detect more
prolific researchers and institutions, thus, presenting an “overview” of the subject
(Aria and Curcurullo, 2017).

Bibliometric laws refer to those statistical expressions used to describe the functioning
of science by mathematical means, among the most important of which is Lotka’s
law (Kumar, 2020). This type of review increases methodological rigor and helps
develop well-founded knowledge by accumulating data of the existing literature,
trends, and issues of current research (Verdejo et al., 2021) through a reproducible
design for identifying, evaluating, and interpreting the data by the PRISMA statement
(Tricco et al., 2018). The bibliometric analysis is a utility tool to measure and evaluate
scientific research quantitatively and qualitatively (Sweileh, 2021) and to compare the
connection among countries, authors, research volumes, and the activity of institutions
for better allocation of funding.

The VOSviewer software is used in bibliometric analysis to estimate the association
strength between two elements based on the separation distance, for which an
optimization technique is used to form clusters from a set of tightly related nodes. The
association strength (sij) between two terms, i and j, is calculated with the following
(van Eck and Waltman, 2009):

where ¢ denotes the number of co-occurrences of items i, j, w, and w, denote either
the total number of occurrences of items 7 and j, respectively, or the total number of
co-occurrences of these items. Therefore, the term ¢ is the number of co-occurrences
between articles i and j. Details on VOSviewer’s mapping, normalization, and grouping
methods are cited (van Eck and Waltman, 2009; Waltman et al., 2010).

The current study intends to analyze and synthesize the published research on
renewable alternative materials to improve seed quality in order to reduce pollution
and raw material depletion. This research focuses on describing the principal
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characteristics of relevant documents, as well as the connections between countries,
authors, and emerging themes.

To fulfill the objective, we established a set of research questions (RQ):

(RQ1) How has research in the area of study progressed in terms of scientific
publications and citations? (RQ2) What materials derived from renewable sources
have been developed for seed improvement? (RQ3) Who are the researchers with the
most scientific publications? What effect did their citation have? (RQ4) Which country
has the most outstanding production of scientific articles related to the subject of
study?

MATERIALS AND METHODS

Scoping review

The next five phases followed the proposed by Arksey and O'Malley (2005): defining
research question or questions; identifying all the relevant studies; selection of the
relevant studies; shaping the data; gathering, summarizing, and reporting the results.
Two inclusion criteria were considered as follows: only documents such as “research
articles” were considered, with no limitations on publication year or language; only
papers focused on the development of alternative materials for improving germination,
growth, crop yield, and physical and phytosanitary protection of seeds and seedlings
were included.

The bibliographic search was made using the SCOPUS® and Web of Science ™
databases, these databases are the most complete digital source of scientific articles
with peer-review journals with rigorous selection criteria for publishers and the most
used in the bibliometric analysis (Sweileh, 2021). First, general concepts were used
to search for articles related to alternative materials for seeds; later, more specific
concepts were used to guide the search within the agricultural area using the logical
Boolean operators “AND” & “OR” (Magaira et al., 2018).

Bibliometric analysis
The analysis was conducted with the R-tool for BIBLIOMETRIX 3.0 software
BIBLIOSHINY (Aria and Curcurullo, 2017) and VOSviewer version 1.6.14 (van
Eck and Waltman, 2009). BIBLIOSHNY was used to calculate Lotka’s law and the
H index after obtaining annual and authors’ scientific output over time in terms of
the number of publications. Lotka’s law is an approximate inverse-square law in
which the number of authors publishing a certain number of articles is a fixed ratio
to the number of authors publishing a single paper (Elango and Rajendran, 2012).
The H index measures the broad impact of an individual’s work while avoiding the
drawbacks of other criteria. It provides an objective measurement of an author’s
academic works’ impact and relevance (Hirsch, 2005). Bibliometric indicators of co-
authorship and co-occurrence with countries and all keywords as the unit of analysis.
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In VOSviewer, equal weight was given to co-authorship and citation of a publication
(“fractional counting”) regardless of the number of authors, citations, or references
(Perianes-Rodriguez et al., 2016).

RESULTS AND DISCUSSION
The initial keyword search yielded 4558 references (Figure 1). In the end, 61 articles
remained in the matrix, comprising all the documents for the bibliometric analysis.

Databases: SCOPUS® and Web of Science ™
Search in: "TITLE, KEYWORDS, ABSTRACT", "TOPIC"
Subject area: All subject area

Document Type: Article

Languages: All languages

Year: All the years

Drafting research question (RQ)

The latest search was updated in November 2021

Identification

o

Aditional records identified through

Matching search results:
other sources:

=4
(n=4558) (n=3)
\ Duplicated records removed:
W (n=185)

Records screened based on title and abstract:
(n=4376)

Screening

Articles excluded by elegibility

criteria:
(n=4148)
Records screened based on full text:
(n=228)
Articles excluded by elegibility
criteria:
4 -
<4 (n=154)
Articles not retrieved:
Studies included in the review (n=13)

Research article: (n=61)

o

Figure 1. Stages of scoping literature review (modified from Tricco et al., 2018)

Descriptive bibliometric analysis
There were 61 articles published between 2007 and 2021 (Table 1). The most influential
journals were Crop Protection, Journal of Crop Improvement, PLOS One, and Scientific
Reports with two documents, followed by Sustainable Chemistry and Engineering,
Acta Agrobotanica, Acta Horticulturae, and African Journal of Biotechnology (with
one document each). On average, every article has been cited 15 (14.66) times, and was
written by five authors (4.92). The collaboration index (CI) was 5.12.
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Table 1. Main information of articles on renewable alternative materials
for seed protection.

Description of result Results
Years of publication 2007-2021
Occurrence of journals 57
Number of documents 61
Years between each publication (average) 4.59
Number of citations per article (average) 14.66
Yearly number of citations per document (average) 2.59
Total number of references 2607
Research articles 60
Erratum 1
Number of phrases that frequently appear in 754

the title of an article’s references

Number of keywords 232
Number of authors 300
Articles with a single author 3
Multi-authored articles 297
Number of documents by author (average) 0.20
Number of authors by document (average) 4.92
Number of co-authors for each article 5.38
Collaboration Index 5.12

Scientific production

Citations for publications about seed and seedling protection materials have

gradually increased over time (Figure 2). This may be related to recent concerns about

environmental preservation and reducing food loss and waste.

Number of articles

0-
2006
2 -

.....

""""" 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

Year

Figure 2. Papers published between 2007-2021 on renewable alternative materials for seed

protection.
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Renewable alternative materials and their applications

Bibliometric network co-occurrence resulted in a total of 183 words distributed into

14 clusters (Table 2). The keywords with the highest occurrence and total link strength

which indicate the number of publications when two keywords occur together (Guo et

al., 2019) were chitosan, biopolymer, seed coating, maize (Zea mays L.), seed treatment,

sustainable agriculture, growth, and rice (Oryza sativa L.) (Figure 3). The most recently

Table 2. Co-occurrence network for unit keywords about renewable alternative materials for
seed protection.

Cluster Keyword Occurrence Total link  Average publication
strength year
13 Chitosan 8 8 2018
Antioxidant 2 2 2020
5 Biopolymer 5 5 2018
Bioagent 2 2 2020
Seed biopriming 1 1 2021
7 Seed coating 5 5 2017
Sustainable Agriculture 3 3 2020
Biomaterial in agriculture 1 1 2021
Food security 1 1 2021
1 Maize (Zea mays L.) 4 4 2018
Seed treatment 3 3 2017
6 Growth 3 3 2016
Rice (Oryza sativa L.) 3 3 2013
Plant growth
8 Promc%ting bacteria (pgpr) 3 3 2015
Nltirogen-ﬁxmg bacteria 2 2 2019
(microorganisms)
Stomatal conductance of 1 1 2021
leave
12 Ajowan (Carum copticum L.) 2 2 2016
Salt stress 2 2 2020
3 Biological control 2 2 2009
Rhizoctonia solani J.G. Kithn
1858 2 2 2015
10 Plant growth regulator 2 2 2019
Salinity 2 2 2015
2 Biochar 2 2 2018
Heavy metal 2 2 2018
Nickel toxicity 1 1 2021
Oxidative stress 1 1 2021
4 Chitin oligosaccharide 2 2 2019
Electron beam plasma 2 2 2020
Plant biostimulants 1 1 2021
11 Seed germination 2 2 2020
Leaf production 1 1 2021
Shoot elongation 1 1 2021
9 Carboxymethyl cellulose 2 2 2017




Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2798
Scientific article 802

amin@acids
carboxymethy! cellulose

mineralfertilizer

seed germination

bio@mer

chitin oligosﬂcharide

electron heam.ptasma
-
salt stress
bighgrnt i tial oil
< germination SaaErniol

paraburkholdegi@ phytofirmans 4
= chitosan
microplastics salinity

maize (‘mays l) petunia
; rewth
. o plant growth regulator & w ;
AP pesticid® J chiog@ylast nickel{§@iicity
seed tqmem encapsulation heavymetal

@1 Dating rice (orygagativa | b"a"’v )
seedlt Wf[
plant growth vnoti§ b%ter. yield

biologicglicontrol
antagonist lh‘a([?l’la (micr

rhizoctafiia solani

defeni‘nzyme

Figure 3. Clusters of keywords about renewable alternative materials for seed protection based on
the strength and frequency of their association.

used keywords were those related to biomaterials in agriculture, food security, plant
biostimulants, seed biopriming and care, including leaf production, shoot elongation,
stomatal conductance of leaves, nickel toxicity, and oxidative stress (Figure 4).

The articles are listed from highest to lowest according to the number of citations (Table
3). Choudhary et al. (2017), with a research article on biostimulants and biocontrol,
ranked first with 105 citations, approximately 17 per year, on the application of Cu-
Chitosan nanoparticles (NPs) against Curvularia lunata (Wakker) Boedijn 1933 leaf spot
disease on maize seeds. This review discussed the use of chitosan and chitin in various
forms: chitosan oligosaccharide (COS) in biocontrol against Tobacco mosaic virus (TMV)
(Jia et al., 2016) and chitosan nanoparticles (ChNP) against the sheath blight pathogen
(ShB) (Divya et al., 2020). Chitin, as a plant growth promoter in Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. seeds, increased fresh weight (10 %) and radicle length (25 %) (Winkler
et al., 2017). Oligomeric chitosan increased leaf and root fresh and dry weight on the
seeds and seedlings of rice (Chamnanmanoontham et al., 2014) and ajowan (Carum
copticum (L.) Benth. & Hook. f. ex C.B. Clarke). Under salt stress, chitosan promoted
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Figure 4. Bibliometric network showing the time-lapse for the appearance of keywords about
renewable alternative materials for seed protection.

germination percentage and rate, seedling vigor index, length, dry weight, and radicle
formation (Mahdavi and Rahimi, 2013). The application of foliar chitosan to strawberry
seedlings increased growth and fruit production, as well as the concentration of total
antioxidants, flavonoids, phenolics, carotenoids, and anthocyanins (Rahman et al.,
2018). These agents were used in crops because of their importance to food safety and
high added value.

Other developments presented (Table 3) include containers made of natural fibers
from hemp hulls and strands used for bell pepper seeds, which produced very dense
and active root hairs (Schettini et al., 2013). A seedling tray made with polylactic acid
(PLA) for rice seedlings caused an increase in the emergence rate and an average
root diameter 8.63 % greater than the control (Shi et al., 2017). Containers made
for Posidonia oceanica (L.) Delile “egagropili” fibers provided growth-supporting
protection and anchoring to the plants (Balestri et al.,, 2019). These biocontainers
improve environmental sustainability by reducing seed and seedling losses.
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Total of  Citations " .
Citations  per Year Application Material Reference
105 175 B}oco.ntrol and Cu—ch1to§an NPs.+'ch1tosar} +'CuSO4 * Chou dhary et al,, 2017
biostimulant commercial fungicide (Bavistin)
68 9.7 Biocontrol agent Chitosan oligosaccharide Jiaetal., 2016
Elodegr.adable PO godium alginate + natural fibers from .
49 49 improving agronomic Schettini et al., 2013
. hemp hulls and strands
crop yield
48 8 Biostimulant Chitin Winkler et al., 2017
Biocontrol agent for Paenibacillus polymyxa
44 27 Aspergillus niger (Prazmowski 1880) Ash et al. 1994 Haggag, 2007
41 8.2 Biostimulant Chitosan Rahman et al., 2018
41 5.1 Plant growth promoter Oligomeric and polymeric chitosan gké?mzrgall;manoontham
36 51  Offsetting phytotoxicity b\ o i1ular polymeric substances (EPS) Li et al., 2016
for metal nanoparticles
Biochar I (mixed wood sievings from
35 5 Blostllmu!ant for wo.od chip production), Biochar I Gasco et al., 2016
germination (mixture of paper sludge and wheat
husks) and Biochar III (sewage sludge)
Seed priming to
34 34  mprovegermination, ... acid + chitosan Mahdavi and Rahimi, 2013
growth, and alleviate
abiotic stresses
Improving asronomic Diazotrophic bacterial (Azospirillum
31 5.2 PTOVINg ag brasilense strain Ab-V5) + biopolymer Oliveira et al., 2017
crop yield .
matrix
30 2.8 Nematicidal activity Chitosan Khalil and Badawy, 2012
Trichoderma harzianum Rifai 1969,
27 3.9 Seed coating ar}amor.p hlc’ Sf“?m T-22 (ATCC 20.84.7) Accinelli et al., 2016
+insecticide (imidacloprid) + fungicide
(metalaxyl-M+Starch)
Improving germm.atlon Cellulose acetate + gelatin from
and plant growth in ine ski ic acid 5
the presence or absence porcine skin + acetic acid (695092,
21 7 ACS reagent), Tween® 80 + copper (II)  Xu et al., 2020
of a fungal pathogen -
. oxide nanopowder + copper acetate
(Fusarium oxysporum monohvdrate
Schitdl. 1824) y
Stimulating effecton ~ Biochar from rice straw (RS) and wood
20 67 seedling growth sawdust (WS) Zhang et al., 2019
Chitosan + sodium-tripolyphosphate +
dichloromethane (DCM) + glacial acetic
acid (GAA) + dimethyl sulfoxide (DMSO)
+ methylglyoxal (MG) + perchloric acid
19 63 Antifungal for + Tween-20 + Tween-80 + silica gel + Kumar et al., 2020

aflatoxin B1 (AFB1)

ethanol + methanol + 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) + 2,2'-Azino-bis
(3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
+ diammonium salt (ABTS)+ PDA and
SMKY
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Table 3. Continue.
Total of ~ Citations - .
Citations  per Year Application Material Reference
Biocontrol and . S . .
18 1.5 . . Bacillus subtilis microcapsule Hernandez-Suarez et al., 2011
biofertilizer agent
Seed priming for growth
18 6 stimulation and pest ~ Chitosan Jogaiah et al., 2020
biocontrol
Trichoderma harzianum Rifai 1969, strain
17 5.7 Biostimulant T22 + biopolymer (carboxymethyl Carillo et al., 2020
cellulose and Pluronic)
Starch with pesticides (insecticide:
. imidacloprid; fungicide: metalaxyl-M)
17 3.4 ]CS(l)(e)l;onntrol by seed and spores of non-aflatoxigenic Accinelli et al., 2018b
& Aspergillus flavus NRRL 30797 + chitin +
glycerol
16 1 Chitosan folr drought Acetic acid + chitosan Boonlertnirun et al., 2007
and plant yield recovery
Biocontrol and o .,
14 2.8 biostimulant by seed MOdlﬁe.d com sta.r C.h + chitin + glycerol + Accinelli et al., 2018a
. insecticide + fungicide
coating
Poly(vinyl alcohol) (PVA) and poly-
Seed coating (vinylpyrrolidone) (PVP) + glycerol +
biostimulants, canola (Brassica napus L. cv. Faisal canola
biopesticides, and (RBN-03060)] + Bacillus subtilis NH-100 + .
12 3 biofertilizer for yield  fungal strains (Macrophomina phaseolina Hussain et al., 2019
improvement and (Tassi) Goid. 1947, Rhizoctonia solani ].G.
seedling strengthening Kiithn 1858, and Fusarium oxysporum
Schitdl. 1824)
11 11 Encapsulated seeds Sodium alginate + calcium chloride Sakhanokho et al., 2013
Arabic gum + carboxymethylcellulose
(CMC) + dextran + gelatin + glycerol
10 1.7 Biostimulant + saponin + xanthan + alginate, egg Bejarano et al., 2017
lecithin, soy lecithin, skimmed milk +
L chitosan (food grade) + castor oil
Biostimulant for
improving plant NaCl + chitosan + acetic acid + Murashige .
10 3.3 tolerance to oxidative  and Skoog nutrient medium (MS) Razavizadeh et al., 2020
stress under salinity
Seed coating Micronized vermicompost + defatted
biostimulant for seed ~ soybean meal + vegetable protein + . .
10 23 germination and diatomaceous earth (DE) + xanthan gum Amirkhan et al., 2019
growth (XG)
S contingto - Bchur o onders s ponires
8 11 improve native plant U8 ) 8PO®  Williams et al., 2016
- (Pinus contorta Douglas ex Loudon) pine
establishment logs
Seed priming to improve
germination, biocontrol Gum biopolymers + metalaxyl (Apron 35
7 0.5 and management of SD)+ methyl-N-(2-methoxyacetyl)-N-(2.6-Sudisha et al., 2009

pearl millet downy
mildew disease

xylyl)-DL-alaninat
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Total of ~ Citations - .
Citations  per Year Application Material Reference
7 1.4 Growth stimulator Chitosan Krupa-Matkiewicz and
Fornal, 2018
Seed germination Chitosan + alginic acid sodium salt
7 3.5 & + sodium tripolyphosphate (STPP) + Leonardi et al., 2021
promoter .
copper(II) oxide nanopowder
7 2.3 Biofungicide Chitosan-hexaconazole-dazomet Maluin et al., 2020
6 15 Qerrr}lnatlon and Bio-oil dell'lved'from algae biomass Sankaranarayanan et al., 2019
biostimulant Macrocystis pyrifera L.
5 0.6 Biostimulator Chitosan Salachna ef al., 2015
Biodegradable seedling
5 0.8 trays improving PLA (polylactic acid) Shi et al., 2017
seedling quality
Posidonia oceanica L. fibers + poly(3-
4 1 Biocontainer for crops  hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) +Balestri et al., 2019
acetyl tributyl citrate + calcium carbonate
Stimulant for seed
4 1.3 germination and Chitosan + softwood lignocellulose Vasilieva et al., 2020
biomass production
3 0.3 Reduce Eusarlum b-d-glucan biopolymers El-Naggar and Thabit, 2014
mycotoxins
3 1.5 Promp ter' seed Chitooligosaccharide (COS) Vasilieva et al., 2021
germination
Biocontrol for ShB
3 1 caused by Rhizoctonia ~ Chitosan + acetic acid Divya et al., 2020
solani J.G. Kithn 1858
’ 02 Stimulating germination Xan‘than gum + Ca}r.boxymethyl Cellu.lose Struminska ef al., 2014
and plant growth sodium salt + fertilizers + micronutrients
Seed and seedling . .
2 0.2 protection and growth Chitosan + hemicelluloses Niekraszkiewicz et al., 2012
. . (galactoglucomannans)
stimulation
Improving soybean . .
2 1 tolerance to Ni toxicity Chitosan Sadeghipour, 2021
Sodium alginate +
2 1 Seed biopriming carboxymethylcellulose + gum arabic + 5 oy 5oy
xanthan gum + Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckf. & Nirenberg 1999
Biopolymer from the leguminous
plant Ceratonia siliqua L. + Trichoderma
2 1 Biocontrol harzianum Rifai 1969, M10 + Trichoderma D’Errico et al., 2020
atroviride Bissett 1984, P1 + Trichoderma
longibrachiatum Rifai 1969, MK1
Savory (Satureja hortensis L.) essential oil
Essential oil-based (EO) + natural polymers (i.e., arabic gum/
2 07 natural herbicides gelatin (AGG), apple pectin (AP), gelatin Taban et al., 2020
©)
2 0.7 Agent anti-drought Chitosan oligosaccharide He et al., 2020
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Total of ~ Citations - .
Citations  per Year Application Material Reference
Biostimulant for
2 0.5 germ}natlon and Chitosan Zohara et al., 2019
seedling growth,
biopesticide
Chemical fungicide (CA) + biological
. fungicide polymers (chitosan-
1 0.7 ‘S,(iee(c)lrgermmatlon and lignosulphonate polymer (CL) and Thobunluepop et al., 2008
& eugenol incorporated into chitosan-
lignosulphonate polymer (E+CL))
90 % polylactic acid (PLA) and 10 %
1 0.2 Biocontainer lignin, 60 % PLA and 40 % soy polymer Flax et al., 2018
with adipic anhydride
Stimulating effect for = Chitosan + alginate/PEG + commercial .
! 05 germination inoculant (HiStick® Soy) Jarecki, 2021
Biocontrol
for Arabidopsis thaliana . . .
1 0.5 (L) Heynh. against Bentonite and l-proline Merino et al., 2021
salinity
Stimulating effect for . . .
1 0.5 germination and Chitosan+ alginate with PGR (plant Vlahovicek-Kahlina et al., 2021
growth regulators)
growth plant
Minimizine abrasion Sepiret (BASF, Ludwigshafen Germany)
1 0.5 losses J + starch-based liquid bioplastic + soy Accinelli et al., 2020
protein
1 0.3 Growth regulating agent Zn-chitosan (Zn-CNPs) Hameed et al., 2020
Stimulating germination Silk solution + trehalose and Rhizobium
and plant growth under fropici Martinez-Romero et al. 1991 grown
0 0 non-stressed and in Lysogeny broth (LB) + Phaseolus Mhada et al,, 2021
stressed environments  vulgaris L.
. Cotton + newspaper + corrugated Juanga-Labayen and Yuan,
0 0 Seedling pots cardboard + polycotton 2021
N-acetylated (10 %) + chitosan (CHT) +
0 0 Growth stimulant 6-benzylaminopurine (BAP) + kinetin ~ Premi et al., 2021
(KIN)
. . Neem oil + Tween 20 + high-methoxyl
0 0 B;i)fr;l;gal tCilocif and seed pectin (HMP) + ultrapure water + high- de Castro e Silva et al., 2019
& methoxyl pectin (HMP) + Polymer L232
Biostimulant for seed
0 0 germmatlon anfi Nanocomposites of HS/Ag Dolmaa et al., 2018
increased seedling
growth rate
Pseudomonas fluorescens Migula 1895
0 0 Biocontrol and (Approved Lists 1980) + Rhizobium spp. + Jagadeesh et al., 2019

biostimulant

phosphorus solubilizing bacteria (PSB) +
bio-friendly polymer + sugar syrup
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Table 4. H index of principal authors on renewable alternative materials for seed

protection.

Total of Total of . Year first
Author and reference publications citations H index published
Abbas HK (Accinelli et al.,
2016; 2018a; 2018b; 2020) 4 59 3 2016
Accinelli C (Accinelli et al.,
2016; 2018a; 2018b; 2020) 4 5 3 2016
Shier WT (Accinelli et al.,
2016; 2018a; 2018b; 2020) 4 5 3 2016
Little NS (Accinelli et al.,
2016; 2018a; 2020) 3 45 2 2016
Rahman M (Rahman et al.,
2018; Zohara et al., 2019) 2 43 2 2018
Hameed A
(Hameed et al., 2020) ! 1 ! 2020
Islam MT (Rahman et al.,
2018; Zohara et al., 2019) 2 43 2 2018
Kotowicz JK (Accinelli et al.,
2016, 2018a) 2 44 2 2016
Lanzuise S (Carillo ef al.,
2020; D’Errico et al., 2020) 2 19 2 2020
Malinconico, M. (D’Errico et
al., 2020; Schettini ef al., 2013) 2 51 2 2013

Authors

Researchers with the highest number of publications in the field in the last 14 years
were: Abbas HK, Accinelli C, and Shier WT, each with four documents and H index
values of 3 and 59 times cited (Table 4). The H index indicates an estimate of the
importance, significance, and broad impact of a scientist’s cumulative publications
(Hirsch, 2005). Lotka’s law revealed that the frequency of publication by researchers
was still low, with 93.7 % of the authors having only written one document. The
evidence suggests that the scientific community has not paid enough attention to the
development and utilization of alternative materials to improve germination, growth,
crop yield, and physical and phytosanitary protection of seeds and seedlings.

Countries
Considering scientific production, the result was a network with 33 countries
organized into 17 clusters based on total link strength. This weight attribute represents
the collaboration level between countries (Sajovic and Boh, 2022) (Table 5). The United
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Table 5. International co-authorship network on renewable alternative materials
for seed protection.

Cluster Country Documents  Citations  Total link strength
2 United States 14 306 10
2 Bangladesh 2 43 2
9  Italy 10 139 5
3 India 6 158 3
1  Germany 2 49 2
1 Spain 2 83 2
1 Thailand 3 58 1
5 Russian Federation 3 7 2
6 Egypt 3 77 1
8 Iran 4 48 1

13  China 5 131 0
16  Poland 4 15 0

States was part of the cluster with the highest association strength (10) and contributed
with 14 publications and 306 citations, followed by Italy with 10 publications and 139
citations. China received 131 citations with only five articles, with one research paper
on a TMV biocontrol agent receiving 68 citations (Jia ef al., 2016). These results suggest
that collaborative work in this line of research is still developing.

CONCLUSIONS
Because reducing world hunger is a global concern, the scientific community is actively
working to propose agribusiness solutions that benefit the entire supply chain. This
review with meta-analysis discusses the current state of knowledge and development
of seed conservation; according to the h-index, the number of citations is not greater
than the number of articles published by each author; according to Lotka’s law, 94 %
have published only one article; finally, over 14 years, only an average of 4 articles per
year have been published. The results show that production and collaboration between
researchers and countries in developing countries on new materials to improve
seed quality are still incipient. Individual production and global, interdisciplinary
collaboration are required to develop, test, and apply new and existing materials that
improve quality while reducing contamination and raw material depletion. This study
has two limitations: firstly, the information was extracted from only two databases
(SCOPUS® and Web of Science™); secondly, due to lack of clarity and duplication
of concepts, the establishment of keywords was extensive, resulting in 4558 articles,
only 61 of which contributed to answering the research questions. The most cited
and prolific authors were Abbas HK, Accinelli C, and Shier WT. The United States
of America was the country with the largest number of publications (14). The most
recently used keywords were “chitosan”, “biopolymer”, “seed coating”, “maize”,
“seed treatment”, and “sustainable agriculture”. The most widely documented
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developments were biostimulants, biocontrol, containers, and protective drought
agents. More research is needed to collect information from other databases and gray
literature, as the production of articles in the world changes on a daily basis.
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RESUMEN
El objetivo de esta revision fue analizar y sintetizar las investigaciones publicadas sobre ma-
teriales alternativos renovables para mejorar la calidad de las semillas con el fin de reducir la
contaminacion y el agotamiento de las materias primas. El analisis se centré en la productividad
por paises y autores, asi como en las palabras clave mas relevantes. Los articulos se selecciona-
ron de las bases de datos SCOPUS® y Web of Science™, con actualizaciones hasta noviembre
de 2021. Posteriormente, se analizaron mediante indicadores bibliométricos utilizando el VOS
Viewer v.1.6.15 y el software BIBLIOMETRIX v.3.0. Los resultados muestran una baja produc-
cion cientifica global, con un total de 61 publicaciones; el mayor nimero de publicaciones apa-
rece en 2020, con trece informes cientificos. Los autores mas citados y prolificos fueron Abbas
HK, Accinelli C y Shier WT. Estados Unidos fue el pais con mas publicaciones (14). Las palabras

o

clave mas utilizadas recientemente fueron “quitosano”,

A

biopolimero”, “recubrimiento de se-

a7

millas”,

”ou

maiz (Zea mays L.)”, “tratamiento de semillas” y “agricultura sostenible”. Los avances
mas documentados fueron los bioestimulantes, el biocontrol, los contenedores y los agentes
protectores contra la sequia. La colaboracion interdisciplinaria podria promover el descubri-
miento de nuevos materiales derivados de fuentes renovables que tengan un impacto significa-

tivo en la calidad de las semillas.

Palabras clave: tratamiento, proteccion, revestimiento, apdsito, analisis bibliométrico.

INTRODUCCION
Para resistir condiciones adversas como el ataque de hongos e insectos, las semillas
suelen protegerse con insecticidas, fungicidas, peliculas de recubrimiento y otros po-
limeros, que también contribuyen a modificar sus caracteristicas fisicas, como la per-
meabilidad, el tamano y la forma. Debido al agotamiento de las materias primas y a
la contaminacion generada por algunos agroquimicos y materiales, varios autores y
empresas han propuesto materiales alternativos renovables para mejorar la calidad
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de las semillas, como la quitina y el quitosano para mejorar la germinacion y el creci-
miento (Rahman et al., 2018), el vermicompostaje y la harina de soja para estimular el
crecimiento y el desarrollo (Amirkhani et al., 2019), bioplasticos para el recubrimiento
de semillas para reducir el polvo (Accinelli et al., 2016; 2018b), Aspergillus flavus como
biocontrol de la produccion de aflatoxinas (Accinelli ef al., 2018a), nanoparticulas de
quitosano y cobre para potenciar las respuestas de defensa (Choudhary et al., 2017;
Divya et al., 2020); y biocompuestos basados en bacterias para estabilizar la rizosfera
circundante (Hussain et al., 2019). Se han propuesto otros materiales para potenciar el
desarrollo de plantas y plantulas, como los residuos de tomate reciclados y las fibras
de cafiamo para macetas biodegradables (Schettini et al., 2013).

Se desconoce el avance global de estudios sobre el uso y desarrollo de materiales alter-
nativos renovables para la proteccion de semillas y la promocion de la germinacion;
una revision de alcance puede actualizar la extension del tema y consiste en recopilar
informacion seguida de un analisis bibliométrico (Verdejo ef al., 2021). El uso de in-
dicadores bibliométricos permite una evaluacion objetiva y medible basada en datos
cuantitativos (Flores-Fernandez y Aguilera-Eguia, 2020), permitiendo inferir tenden-
cias de investigacion con el tiempo y detectar investigadores e instituciones mas proli-
ficos, presentando asi, una “ perspectiva general” del tema (Aria y Curcurullo, 2017).
Las leyes bibliométricas se refieren a aquellas expresiones estadisticas utilizadas para
describir el funcionamiento de la ciencia por medios matematicos, entre las que desta-
ca la ley de Lotka (Kumar, 2020). Este tipo de revisiéon aumenta el rigor metodologico
y ayuda a desarrollar un conocimiento bien fundamentado mediante la acumulacién
de datos de la literatura existente, las tendencias y los problemas de la investigacion
actual (Verdejo ef al., 2021) a través de un disefo reproducible para identificar, eva-
luar e interpretar los datos por la declaracién PRISMA (Tricco et al., 2018). El analisis
bibliométrico es una herramienta ttil para medir y evaluar cuantitativa y cualitativa-
mente la investigacion cientifica (Sweileh, 2021) y comparar la conexién entre paises,
autores, volimenes de investigacion y la actividad de las instituciones para una mejor
asignacion de la financiacion.

El software VOSviewer se utiliza en el analisis bibliométrico para estimar la fuerza
de asociacion entre dos elementos basdndose en la distancia de separacion, para lo
cual se utiliza una técnica de optimizacion para formar conglomerados a partir de un
conjunto de nodos estrechamente relacionados. La fuerza de asociacion (sij) entre dos
términos, iy j, se calcula con lo siguiente (van Eck y Waltman, 2009):

donde ¢, denota el numero de co-ocurrencias de los elementos i, j, w, y w; denotan
el numero total de ocurrencias de los elementos i y j, respectivamente, o el niimero
total de co-ocurrencias de estos elementos. Por lo tanto, el término c,es el namero de
co-ocurrencias entre los articulos 7 y j. Se citan detalles sobre los métodos de mapeo,
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normalizacién y agrupacion de VOSviewer (van Eck y Waltman, 2009; Waltman et al.,
2010).

El presente estudio pretende analizar y sintetizar las investigaciones publicadas sobre
materiales alternativos renovables para mejorar la calidad de las semillas con el fin de
reducir la contaminacién y el agotamiento de las materias primas. Esta investigacién
se centra en describir las principales caracteristicas de los documentos pertinentes, asi
como las conexiones entre paises, autores y temas emergentes.

Para cumplir el objetivo, establecimos una serie de preguntas de investigacion (RQ):
(RQ1) ;Como ha progresado la investigacion en el area de estudio en términos de pu-
blicaciones cientificas y citas? (RQ2) ;Qué materiales derivados de fuentes renovables
se han desarrollado para la mejora de las semillas? (RQ3) ;Quiénes son los investiga-
dores con mas publicaciones cientificas? ;Qué efecto tuvo su cita? (RQ4) ;Qué pais
tiene la produccion mas destacada de articulos cientificos relacionados con el tema de
estudio?

MATERIALES Y METODOS

Revision de alcance

Las cinco fases siguientes siguieron la propuesta de Arksey y O’Malley (2005): defini-
cion de la pregunta o preguntas de investigacion; identificacién de todos los estudios
pertinentes; seleccion de los estudios pertinentes; conformacion de los datos; recopi-
lacion, resumen y comunicacién de los resultados. Se tuvieron en cuenta dos criterios
de inclusioén: sélo se consideraron documentos como “articulos de investigacion”, sin
limitaciones en cuanto al afio de publicacion o el idioma; sélo se incluyeron trabajos
centrados en el desarrollo de materiales alternativos para mejorar la germinacion, el
crecimiento, el rendimiento de los cultivos y la proteccion fisica y fitosanitaria de se-
millas y plantulas.

La busqueda bibliografica se realizo utilizando las bases de datos SCOPUS® y Web of
Science ™, estas bases de datos son la fuente digital mas completa de articulos cienti-
ficos con revistas revisadas por pares con rigurosos criterios de seleccion de editores
y las mas utilizadas en el analisis bibliométrico (Sweileh, 2021). En primer lugar, se
utilizaron conceptos generales para buscar articulos relacionados con materiales al-
ternativos para semillas; posteriormente, se utilizaron conceptos mas especificos para
guiar la busqueda dentro del 4rea agricola utilizando los operadores booleanos 16gi-
cos “"AND” y “OR” (Magaira et al., 2018).

Analisis bibliométrico
El andlisis se realizé con la herramienta R para el software BIBLIOMETRIX 3.0 BI-
BLIOSHINY (Aria and Curcurullo, 2017) y la versiéon 1.6.14 de VOSviewer (van Eck y
Waltman, 2009). BIBLIOSHNY se utiliz para calcular la ley de Lotka y el indice H tras
obtener la produccion cientifica anual y de los autores a lo largo del tiempo en térmi-
nos de numero de publicaciones. La ley de Lotka es una ley aproximada del cuadrado
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inverso en la que el nimero de autores que publican un determinado nimero de arti-
culos es una proporcion fija con respecto al nimero de autores que publican un tinico
articulo (Elango y Rajendran, 2012). El indice H mide la amplia repercusién del trabajo
de una persona evitando los inconvenientes de otros criterios. Proporciona una medi-
da objetiva del impacto y la relevancia de las obras académicas de un autor (Hirsch,
2005). Indicadores bibliométricos de coautoria y co-ocurrencia con paises y todas las
palabras clave como unidad de analisis. En VOSviewer, se dio la misma importancia
a la coautoria y a las citas de una publicacion (“recuento fraccionado”) independien-
temente del namero de autores, citas o referencias (Perianes-Rodriguez et al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION
La busqueda inicial por palabras clave arrojo 4558 referencias (Figura 1). Al final, que-
daron 61 articulos en la matriz, que comprendian todos los documentos para el andli-
sis bibliométrico.

Base de datos;SCOPUS(R) y Web of Sciencetm
Buscar en: "TITULOS, PALABRAS CLAVE,
~ RESUMEN"Y "TOPICO"
Area tematica: "Todas las areas”
Tipo de documento: "Articulo”
Idioma: Todos los idiomas
Afio: Todos los afios
Borrador de Preguntas de Investigacion
Ultima actualizacion en Noviembre 2021

Registros adicionales identificados a través de
atras fuentes: (n=3)

A

Resultados de la blisqueda: (n=4558)

Eliminacion de registros duplicados: (n=185)

\

\

Titulos seleccionados por titulo y resumen:

(n=4376)
J Articulos excluidos por criterios de elegibilidad:
™ (n=4148)
Y o
Titulos seleccionados leidos a totalidad: (n=228)
o Articulos excluidos por criterios de elegibilidad:
> (n=154)
Articulos no recuperados: (n=13)

Titulos incluidos en la revisién, articulos de
investigacion: (n=61)

4

Figura 1. Etapas de la revision de alcance de la literatura (modificado de Tricco et al., 2018).
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Analisis bibliométrico descriptivo
Se publicaron 61 articulos entre 2007 y 2021 (Cuadro 1). Las revistas mas influyentes
fueron Crop Protection, Journal of Crop Improvement, PLOS One y Scientific Reports,
con dos documentos, seguidas de Sustainable Chemistry and Engineering, Acta Agro-
botanica, Acta Horticulturae y African Journal of Biotechnology (con un documento
cada una). Por término medio, cada articulo ha sido citado 15 (14,66) veces, y fue escri-
to por cinco autores (4,92). El indice de colaboracion (IC) fue de 5,12.

Cuadro 1. Informacion principal de articulos sobre materiales alternati-
vos renovables para la proteccion de semillas.

Descripcion del resultado Resultados
Anos de publicacion 2007-2021
Ocurrencia de revistas 57
Numero de documentos 61
Anos entre cada publicacién (promedio) 4.59
Numero de citas por articulo (promedio) 14.66
Numero anual de citas por documento (promedio) 2.59
Numero total de referencias 2607
Articulos de investigacion 60

Fe de erratas 1
Numero de frases que aparecen con frecuencia en el 754
titulo de las referencias de un articulo

Nuamero de palabras clave 232
Numero de autores 300
Articulos con un solo autor 3
Articulos de autores multiples 297
Nuamero de documentos por autor (promedio) 0.20
Numero de autores por documento (promedio) 4.92
Numero de coautores de cada articulo 5.38
Indice de colaboracién 5.12

Produccion cientifica
Las citas de publicaciones sobre materiales de proteccion de semillas y plantulas han
aumentado gradualmente con el tiempo (Figura 2). Esto puede estar relacionado con
la reciente preocupacion por la preservacion del medio ambiente y la reduccién de la
pérdida y el desperdicio de alimentos.

Materiales alternativos renovables y sus aplicaciones
La co-ocurrencia de redes bibliométricas dio como resultado un total de 183 palabras
distribuidas en 14 agrupaciones (Cuadro 2). Las palabras clave con mayor ocurrencia
y fuerza de enlace total que indican el nimero de publicaciones cuando dos palabras
clave ocurren juntas (Guo et al., 2019) fueron quitosano, biopolimero, recubrimiento
de semillas, maiz (Zea mays L.), tratamiento de semillas, agricultura sostenible, creci-
miento y arroz (Oryza sativa L.) (Figura 3). Las palabras clave mas utilizadas recien-
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Figura 2. Documentos publicados entre 2007 y 2021 sobre materiales alternativos renovables para

la proteccion de semillas.

Cuadro 2. Red de co-ocurrencia para palabras clave unitarias sobre materiales alternativos renova-
bles para la proteccién de semillas.

. . Fuerza total ~ Afo promedi
Agrupacion Palabras clave Ocurrencia uerza tota o promedio de

de enlace publicacion
13 Quitosano 8 8 2018
Antioxidante 2 2 2020
5 Biopolimero 5 5 2018
Bioagente 2 2 2020
Bloa.condlcwnamlento de 1 1 2021
semillas
7 Recubrimiento de semillas 5 5 2017
Agricultura sostenible 3 3 2020
Blomaterlales en la 1 1 2021
agricultura
Seguridad alimentaria 1 1 2021
1 Maiz (Zea mays L.) 4 4 2018
Tratamiento de semillas 3 3 2017
6 Crecimiento 3 3 2016
Arroz (Oryza sativa L.) 3 3 2013
8 Crec1mlent0 de plantas 3 3 2015
Bacterias promotoras (pgpr)
Bfact,erlas ﬁ]aclloras de . 5 5 2019
nitrogeno (microorganismos)
Conductanc1a estomatica de 1 1 2021
la hoja
12 Ajowan (Carum copticum L.) 2 2 2016

Estrés salino 2 2 2020
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Cuadro 2. Continta.

Fuerza total ~ Afo promedio de

Agrupacién Palabras clave Ocurrencia de enlace publicacién
3 Control biologico 2 2 2009
Rhizoctonia solani J.G. Kithn
1858 2 2 2015
10 Regulador de crecimiento By ” 2019
vegetal
Salinidad 2 2 2015
2 Biocarbon 2 2 2018
Metal pesado 2 2 2018
Toxicidad de niquel 1 1 2021
Estrés oxidativo 1 1 2021
4 Oligosacarido de quitina 2 2 2019
Plasma de haz de electrones 2 2 2020
Bioestimulantes vegetales 1 1 2021
11 Germinacion de semillas 2 2 2020
Produccién de hojas 1 1 2021
Alargamiento de brote 1 1 2021
9 Carboximetil celulosa 2 2 2017

aminpacidos
carboximetilcelulosa

fertilizante mineral

germinacion'de semilla

biop@lero
oligosacéri'a‘o de quitina
plasma de haz de electrones

-

. estrés salino

bi te 2 2 :

y gern@cnon aceite esencial

paraburkholdegig phytofirmans 4
. e quitosano
micrgplasticos salinidad
maiz (‘mays 1) petunia
\ . crecimiento
e ida regulador de crecimiento vegetal g ol e niguct
alge.‘) L I cloggplasto & J
tratamiento d illas encapsulacion metafiggesado
. - ;
recu ri%de semillas  ,rroz (orydagsativa | bm*t)ir ]
cre |§t_raje plantula

_cmvu
bacteria promotora e(:imientoye'l'er'gme
e v
controlbioldgico

I.Jf“"r’l.’i antagonista
rhizoctggia solani

enzima @ef&nsa

Figura 3. Agrupaciones de palabras clave sobre materiales alternativos renovables para la proteccion
de semillas basadas en la fuerza y frecuencia de su asociacion.
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temente fueron las relacionadas con los biomateriales en la agricultura, la seguridad
alimentaria, los bioestimulantes vegetales, la bioacondicionamiento de semillas y el
cuidado, incluida la produccién de hojas, el alargamiento de brotes, la conductancia
estomatica de las hojas, la toxicidad del niquel y el estrés oxidativo (Figura 4).

amingacidos
carboxiMilcelulosa

fertili‘te mineral

germinacia{'d_de semilla

biop&mro
Uligosa__wto de quitina

plasma de haz de electrones

-
b :
estrés salino
bi . oy .
germifipcion ﬁe;@’e esencial
paraburkhn[rj‘ phytofirmans N a
R
i 3t salinidad
micrgplasticos , ‘E@
maiz (w mays .) pe petuhia
: e crecimiento
. @pesticidal “’md"@e Erecimiento vesetal toxicidad de niquel
algarrobo w cloggplasto ’ N
tratamiento de@nﬁlas encapsulacion metgljpesado
w z . %io bén
recu de semillas  arroz (or)*ativa 1) L
v cre&jg‘l}%de plantula
/ - *ivo
bacteria promotor: crecimiento vegetal 'EW""E
“— -
contr iologico
r.aftwia antagonista
rhizoctp solani S
: - '
enamaﬁ_e defensa 2016 2018 2020 2022

Figura 4. Red bibliométrica que muestra el lapso temporal de aparicién de palabras clave sobre materia-
les alternativos renovables para la proteccion de semillas.

Los articulos se ordenan de mayor a menor de acuerdo con el numero de citas (Cuadro
3). Choudhary et al. (2017), con un articulo de investigacién sobre bioestimulantes y
biocontrol, ocup¢ el primer lugar con 105 citas, aproximadamente 17 por afio, sobre
la aplicacién de nanoparticulas (NPs) de Cu-Quitosano contra la enfermedad de la
mancha foliar de Curvularia lunata (Wakker) Boedijn 1933 en semillas de maiz. En esta
revision se analizo el uso de quitosano y quitina en diversas formas: oligosacarido de
quitosano (COS) en el biocontrol contra el Tobbacco Mosaic virus (TMV) (Jia et al., 2016)
y nanoparticulas de quitosano (ChNP) contra el patégeno del tizén de la vaina (ShB)
(Divya et al., 2020). La quitina, como promotor del crecimiento vegetal en semillas
de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., aumento el peso fresco (10 %) y la longitud de la
radicula (25 %) (Winkler et al., 2017). El quitosano oligomérico aumento el peso fresco
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Cuadro 3. Aplicaciones de materiales alternativos renovables para la proteccion de semillas.
Tot.al de Cltaf por Aplicacion Material Referencia
citas ano
Biocontrol y NPs de Cu-quitosano + quitosano +
105 17:5 bioestimulante CuSO4 + fungicida comercial (Bavistin) Choudhary et al,, 2017
68 9.7 Agente de biocontrol ~ Oligosacarido de quitosano Jiaetal., 2016
Macetas biodegrada-
bles que mejoran . . .
49 4.9 el rendimiento A/lgmato de sodio + ﬁb,r~a s naturales de Schettini et al., 2013
. cascaras y hebras de canamo
agronomico de los
cultivos
48 8 Biostimulante Quitina Winkler et al., 2017
Agente de biocontrol  Paenibacillus polymyxa (Prazmowski
44 27 para Aspergillus niger ~ 1880) Ash et al. 1994 Haggag, 2007
41 8.2 Biostimulante Quitosano Rahman et al., 2018
41 5.1 Promotor de Quitosano oligomérico y polimérico Chamnanmanoontham
’ crecimiento vegetal & yp etal.,, 2014
Compensacion de
36 51 la ﬁtot0x1c1dfid de Sustancias poliméricas extracelulares Liet al,, 2016
las nanoparticulas (EPS)
metalicas
Biocarbdn I (mezcla de tamices de
Bioestimulante para la madera procedentes de la producciéon
35 5 N, P de astillas), Biocarbdn II (mezcla de Gasco et al., 2016
germinacion . .
lodos de papel y cascaras de trigo) y
Biocarbon III (lodos de depuradora).
Cebado de semillas
para mejorar la ;
34 3.4 germinacion, el Acido acético + quitosano Mahdavi y Rahimi, 2013
crecimiento y aliviar el
estrés abidtico
Mejorar el rendimiento Bacteria diazotrdfica (Azospirillum
31 5.2 agronomico de los brasilense cepa Ab-V5) + matriz de Oliveira et al., 2017
cultivos biopolimero
30 2.8 Actividad nematicida  Quitosano Khalil y Badawy, 2012
Trichoderma harzianum Rifai 1969,
o7 39 Rect'lbrlmlento de fmam(.)r'ﬁco,.cepa T-22 (.ATCC 205'34.7) + Accinelli ef al., 2016
semillas insecticida (imidacloprid) + fungicida
(metalaxil-M+estrella)
Mejora de la
gerrmmnacion y el Acetato de celulosa + gelatina de piel
crecimiento de las . L (o .
lantas en presencia o porcina + acido acético (695092, reactivo
21 7 p . ACS), Tween® 80 + nanopolvo de Xu et al., 2020
ausencia de un hongo -
. . oxido de cobre (II) + acetato de cobre
patogeno (Fusarium monohidratado
oxysporum Schltdl.
1824)
Efecto estimulante . . . ,
20 6.7 sobre el crecimiento de Biocarbon de paja de arroz (RS) y serrin Zhang et al., 2019

plantulas

de madera (WS)
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Total de Citas por

. Aplicacion Material Referencia
citas ano
Quitosano + sodio-tripolifosfato +
diclorometano (DCM) + 4cido acético
glacial (GAA) + dimetilsulfoxido
(DMSO) + metilglioxal (MG) + acido
Antimicético para la perclérico + Tween-20 + Tween-80
19 63 aflatoxina B1 (AFB1) + gel de silice + etanol + metanol Kumar et al., 2020
+ 2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) + acido 2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) + sal
diamonica (ABTS)+ PDA y SMKY
Agente de biocontroly . . . . . Hernandez-Sudérez et al.,
18 1.5 biofertilizante Microcapsula de Bacillus subtilis 2011
Cebado de semillas
18 6 para egtnnular el Quitosano Jogaiah et al., 2020
crecimiento y el
biocontrol de plagas
Trichoderma harzianum Rifai 1969, cepa
17 5.7 Biostimulante T22 + biopolimero (carboximetilcelulosa Carillo et al., 2020
y Pluronic)
Almidén con pesticidas (insecticida:
Biocontrol mediante imidacloprid; fungicida: metalaxil-M)
17 3.4 recubrimiento de y esporas de Aspergillus flavus NRRL Accinelli et al., 2018b
semillas 30797 no aflatoxigénico + quitina +
glicerol
Quitosano para
16 1 la sequia }.],la Acido acético + quitosano Boonlertnirun et al., 2007
recuperacion del
rendimiento vegetal
Biocontrol y
bioestimulante .y , o o
14 2.8 mediante Alrr.udon d? malz. rpodlﬁcado. + quitina Accinelli et al., 2018a
. + glicerol + insecticida + fungicida
recubrimiento de
semillas ) o
Bioestimulantes de Pol¥(a1.C(')ho.1 V11’.1111C0) (PVA)y .
L poli(vinilpirrolidona) (PVP) + glicerol
recubrimiento de . .
semillas, biopesticidas + canola (Brassica napus L. cv. Faisal
. o canola (RBN-03060)]. + Bacillus subtilis .
12 3 y biofertilizantes para Ao . Hussain et al., 2019
. . NH-100 + cepas fungicas (Macrophomina
mejorar el rendimiento . . ; ! .
fortalecer las phaseolina (Tassi) Goid. 1947, Rhizoctonia
yléntulas solani ].G. Kiihn 1858, y Fusarium
p oxfl/sporum Schitdl. 1824)
11 1.1 Semillas encapsuladas  Alginato de sodio + cloruro de calcio Sakhanokho et al., 2013
Goma arabiga + carboximetilcelulosa
(CMC) + dextrano + gelatina + glicerol
10 1.7 Biostimulante +saponina + xantano + alginato, Bejarano et al., 2017

lecitina de huevo, lecitina de soja,
leche desnatada + quitosano (grado
alimentario) + aceite de ricino.




Agrociencia 2023. DOI: https://doi.org/10.47163/agrociencia.v57i4.2798
Scientific article 825

Cuadro 3. Contintia

Total de Citas por

. Aplicacion Material Referencia
citas ano
Bioestimulante para
mejorar la tolerancia ~ NaCl + quitosano + acido acético +
10 3.3 de las plantas al medio nutritivo Murashige y Skoog Razavizadeh et al., 2020
estrés oxidativo bajo (MS)
salinidad
Bioestimulante de . S . .
. Vermicompostaje micronizado + harina
recubrimiento para de soja desgrasada + proteina vegetal
10 2.5 la germinacion y el 59 & P & Amirkhani et al., 2019
crecimiento de las + tierra de diatomeas (DE) + goma
. xantana (XG)
semillas
Recubrimiento de Biocarbon de troncos de pino
semillas para mejorar  ponderosa (Pinus ponderosa Douglas ex -
8 L1 el establecimiento de  C. Lawson) y lodgepole (Pinus contorta Williams et al., 2016
plantas autoctonas Douglas ex Loudon)
Cebado de semillas
para mejorar la
germinacion, el Biopolimeros de goma + metalaxil
7 0.5 biocontrol y el manejo  (Apron 35 SD)+ metil-N-(2- Sudisha et al., 2009
de la enfermedad del =~ metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-DL-alaninat
mildia velloso del mijo
perla
Estimulador del . Krupa-Matkiewicz
7 14 crecimiento Quitosano Forrf)al, 2018 Y
Promotor de la Quitosano + sal sodica de acido
7 3.5 germinacion de alginico + tripolifosfato s6dico (STPP) + Leonardi ef al., 2021
semillas nanopolvo de éxido de cobre(II)
7 2.3 Biofungicida Quitosano-hexaconazol-dazomet Maluin et al., 2020
6 15 Germinacion y Bioaceite derivado de biomasa de algas Sankaranarayanan et al.,
’ bioestimulante Macrocystis pyrifera L. 2019
5 0.6 Bioestimulador Chitosan Salachna et al., 2015
Bandejas de plantulas
5 0g  Diodegradablesque b 4 <0 bolilactico) Shi et al., 2017
’ mejoran la calidad de 7
las plantulas
Biocontenedor para Fibras de Posidonia oceanica L. + poli(3-
4 1 . hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) + Balestri et al., 2019
cultivos S g
acetil tributil citrato + carbonato célcico
Estimulante de
4 1.3 la germmamon Quitosano + lignocelulosa de coniferas  Vasilieva et al., 2020
de semillas y la
produccion de biomasa
Reducir las
3 0.3 micotoxinas de Biopolimeros de b-d-glucano El-Naggar y Thabit, 2014
Fusarium
Promotor de
3 1.5 germinacion de Quitooligosacarido (COS) Vasilieva et al., 2021

semillas
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Total de Citas por

. Aplicacion Material Referencia
citas ano
Biocontrol de la ShB
3 1 causada por Rhizoctonia Quitosano + acido acético Divya et al., 2020
solani ].G. Kiithn 1858
Estimular la Goma xantana + sal sodica de
2 0.2 germinacion y el carboximetilcelulosa + fertilizantes + Struminska et al., 2014
crecimiento vegetal micronutrientes
Proteccion de
semillas y plantulas Quitosano + hemicelulosas Niekraszkiewicz et al.,
2 0.2 . -
y estimulacién del (galactoglucomananos) 2012
crecimiento
Mejora de la tolerancia
2 1 de la soja a la toxicidad Quitosano Sadeghipour, 2021
del Ni
Alginato de sodio +
5 1 Bloacor}dlaonamlento carbox1met11celulo§a + goma arabiga + Chin ef al., 2021
de semillas goma Xxantana + Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckf. & Nirenberg 1999
Biopolimero de la leguminosa Ceratonia
siliqua L. + Trichoderma harzianum Rifai
2 1 Biocontrol 1969, M10 + Trichoderma atroviride D’Errico et al., 2020
Bissett 1984, P1 + Trichoderma
longibrachiatum Rifai 1969, MK1
Herbicidas naturales Aceite gsenaal (EQ) de ajedrea (Satureja
. hortensis L.) + polimeros naturales (es
2 0.7 a base de aceites . s . Taban et al., 2020
esenciales decir, goma arabiga/gelatina (AGG),
pectina de manzana (AP), gelatina (G)).
2 0.7 Agente antisequia Oligosacarido de quitosano He et al., 2020
Bioestimulante para
2 0.5 la germmnacion y l Quitosano Zohara et al., 2019
crecimiento de las
plantulas, biopesticida
Fungicida quimico (CA) + polimeros
Germinacion y vigor fur}g1c1das ].DIOIOglCOS (polimero de Thobunluepop et al.,
1 0.7 . quitosano-lignosulfonato (CL) y
de semillas . p 2008
eugenol incorporado al polimero de
quitosano-lignosulfonato (E+CL))
90 % de &cido polilactico (PLA) y 10 %
1 0.2 Biocontenedor de lignina, 60 % de PLA y 40 % de Flax et al., 2018
polimero de soja con anhidrido adipico
Efecto estimulante Quitosano + alginato/PEG + inoculante .
! 05 Laralagerminacién  comercial (HiStick® Soy) Jarecki, 2021
Biocontrol para
1 0.5 Arabidopsis thaliana Bentonita y I-prolina Merino et al., 2021

(L.) Heynh. contra la
salinidad
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Total de Citas por

. Aplicacion Material Referencia
citas ano
Efecto estlmllllanFe: Quitosano+alginato con PGR Vlahovicek-Kahlina et
1 0.5 para la germinacion y .
O (reguladores del crecimiento vegetal)  al., 2021
el crecimiento vegetal
Minimizacién de Sepiret (BASF, Ludwigshafen
1 0.5 (o1 ., Alemania) + bioplastico liquido a base  Accinelli ef al., 2020
pérdidas por abrasion .y , .
de almidoén + proteina de soja
1 0.3 Age.nte. regulador de Zn-quitosano (Zn-CNPs) Hameed et al., 2020
crecimiento
Estimular la
germinacion y el Solucién de seda + trehalosa y
crecimiento de las Rhizobium tropici Martinez-Romero et
0 0 plantas en entornos al. 1991 cultivadas en caldo de lisogenia Mhada et al., 2021
estresados y no (LB) + Phaseolus vulgaris L.
estresados
0 0 Macetas para pléntulas AlgoFlon + P,)erlodlco + cartén ondulado Juanga-Labayeny Yuan,
+ polialgodon 2021
. N-acetilado (10 %) + quitosano (CHT) +
0 0 Estlmqlante de 6-bencilaminopurina (BAP) + kinetina ~ Premi et al., 2021
crecimiento
(KIN)
Biofuneicida Aceite de neem + Tween 20 + pectina de
0 0 ermingaci(')n lee alto metoxilo (HMP) + agua ultrapura  de Castro e Silva et al.,
gern + pectina de alto metoxilo (HMP) + 2019
semillas .
polimero L232
Bioestimulante
para la germinacién
0 0 de semillas y el Nanocompuestos de HS/Ag Dolmaa et al., 2018
aumento de la tasa
de crecimiento de
plantulas
Pseudomonas fluorescens Migula 1895
Biocontrol (Listas aprobadas 1980) + Rhizobium
0 0 Y spp. + bacterias solubilizadoras de Jagadeesh et al., 2019

bioestimulante

fésforo (PSB) + polimero bioamigable +
jarabe de aztcar

y seco de hojas y raices en las semillas y plantulas de arroz (Chamnanmanoontham et
al., 2014) y ajowan (Carum copticum (L.) Benth. & Hook. f. ex C.B. Clarke). Bajo estrés
salino, el quitosano promovié el porcentaje y la tasa de germinacion, el indice de vi-
gor de las plantulas, la longitud, el peso seco y la formacién de radiculas (Mahdavi y
Rahimi, 2013). La aplicacion de quitosano foliar a plantulas de fresa aumento el creci-
miento y la produccién de frutos, asi como la concentracion de antioxidantes totales,
flavonoides, fenolicos, carotenoides y antocianinas (Rahman et al., 2018). Estos agentes
se utilizaron en los cultivos por su importancia para la seguridad alimentaria y su alto
valor anadido.
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Otros desarrollos presentados (Cuadro 3) incluyen contenedores hechos de fibras na-
turales de cascaras de cafiamo y hebras utilizadas para semillas de pimiento, que pro-
dujeron pelos radiculares muy densos y activos (Schettini et al., 2013). Una bandeja
para plantulas hecha con 4cido polilactico (PLA) para plantulas de arroz provocé un
aumento de la tasa de emergencia y un didmetro promedio de la raiz un 8.63 % mayor
que el control (Shi et al., 2017). Los contenedores fabricados con fibras de Posidonia oce-
anica (L.) Delile “egagropili” proporcionaron proteccion para el crecimiento y anclaje
a las plantas (Balestri et al., 2019). Estos biocontenedores mejoran la sostenibilidad
medioambiental al reducir las pérdidas de semillas y plantulas.

Autores
Los investigadores con mayor nimero de publicaciones en este campo en los tltimos
14 afios fueron: Abbas HK, Accinelli C, y Shier WT, cada uno con cuatro documentos
y valores del indice H de 3 y 59 veces citado (Cuadro 4). El indice H indica una esti-
macion de la importancia, trascendencia y amplia repercusion de las publicaciones
acumuladas de un cientifico (Hirsch, 2005). La ley de Lotka revelo que la frecuencia de

Cuadro 4. Indice H de autores principales sobre materiales alternativos renovables para la
proteccion de semillas.

Autor y referencia T(?tal .de Tot.al de Indice  Afio de. pri.rrllera
publicaciones citas H publicaciéon
e Ik il v s
Al et IR
bttt SR
et 5 s 2
2008, Zobara ot 2019) 2 02 2018
gﬁ:jdit al., 2020) 1 ! ! 2020
2018, Zohara t o, 2019) 2 B0 2018
zKooltg’v;;clzsglj (Accinelli et al., 2 44 2 2016
2020, Ervco et al 2020 . B 2020
Malinconico, M. (D’Errico et 2 51 5 2013

al., 2020; Schettini et al., 2013)
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publicacién de los investigadores seguia siendo baja, ya que el 93.7 % de los autores
solo habia escrito un documento. Las pruebas sugieren que la comunidad cientifica no
ha prestado suficiente atencion al desarrollo y la utilizaciéon de materiales alternativos
para mejorar la germinacion, el crecimiento, el rendimiento de los cultivos y la protec-
cion fisica y fitosanitaria de semillas y plantulas.

Paises

Teniendo en cuenta la produccion cientifica, el resultado fue una red con 33 paises or-
ganizados en 17 agrupaciones basadas en la fuerza total de los vinculos. Este atributo
de peso representa el nivel de colaboracion entre paises (Sajovic y Boh, 2022) (Cuadro
5). Estados Unidos formo parte de la agrupacion con mayor fuerza de asociacion (10)
y contribuy6 con 14 publicaciones y 306 citas, seguido de Italia con 10 publicaciones y
139 citas. China recibid 131 citas con solo cinco articulos, y un trabajo de investigacion
sobre un agente de biocontrol del TMV recibi6 68 citas (Jia et al., 2016). Estos resulta-
dos sugieren que el trabajo de colaboracion en esta linea de investigacion atn estd en
desarrollo.

Cuadro 5. Red internacional de coautoria sobre materiales alternativos renovables para
la proteccién de semillas.

Agrupacion Pais Documentos Citas Fuerza total de enlace
2 Estados Unidos 14 306 10
2 Bangladesh 2 43 2
9 Italia 10 139 5
3 India 6 158 3
1 Alemania 2 49 2
1 Espafia 2 83 2
1 Tailandia 3 58 1
5 Federacién rusa 3 7 2
6 Egipto 3 77 1
8 Iran 4 48 1
13 China 5 131 0
16 Polonia 4 15 0

CONCLUSIONES

Dado que reducir el hambre en el mundo es una preocupacién global, la comunidad
cientifica trabaja activamente para proponer soluciones agroindustriales que benefi-
cien a toda la cadena de suministro. Esta revision con metaandlisis analiza el estado
actual de los conocimientos y el desarrollo de la conservacién de semillas; de acuerdo
con el indice h, el nimero de citas no es mayor que el nimero de articulos publica-
dos por cada autor; segun la ley de Lotka, el 94 % solo ha publicado un articulo; por
altimo, a lo largo de 14 anos, solo se ha publicado un promedio de 4 articulos al afio.
Los resultados muestran que la produccién y la colaboracion entre investigadores y
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paises en desarrollo sobre nuevos materiales para mejorar la calidad de las semillas
son aun incipientes. La produccion individual y la colaboracion global e interdiscipli-
naria son necesarias para desarrollar, probar y aplicar materiales nuevos y existentes
que mejoren la calidad a la vez que reducen la contaminacion y el agotamiento de las
materias primas. Este estudio tiene dos limitaciones: en primer lugar, la informacién
se extrajo de solo dos bases de datos (SCOPUS® y Web of Science™); en segundo
lugar, debido a la falta de claridad y a la duplicacién de conceptos, el establecimiento
de palabras clave fue extenso, lo que dio como resultado 4558 articulos, de los cuales
solo 61 contribuyeron a responder a las preguntas de investigacion. Los autores mas
citados y prolificos fueron Abbas HK, Accinelli C y Shier WT. Estados Unidos fue el
pais con mayor nimero de publicaciones (14). Las palabras clave mas utilizadas re-

a7 7

cientemente fueron “quitosano”, “biopolimero”, “recubrimiento de semillas”, “maiz”,
“tratamiento de semillas” y “agricultura sostenible”. Los avances mas documentados
fueron los bioestimulantes, el biocontrol, los contenedores y los agentes protectores
contra la sequia. Es necesario seguir investigando para recopilar informacion de otras
bases de datos y de la literatura gris, ya que la produccion de articulos en el mundo
cambia a diario.
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ABSTRACT
The use of agrochemical products for the control of pests has been widely extended on a global
scale in commercial agriculture, despite its impacts on human health and on biodiversity.
Glyphosate is the most commonly used herbicide, with adverse effects on human health and
the environment that have led to controversy in the technical-scientific arena. The aim of this
essay was to identify the main researches/studies related to the herbicide glyphosate and record
its impact on the biota, the environment and public health. In order to do this, a bibliographic
search was carried out, limited to scientific articles in Scopus between 1980 and May, 2022.
The search criteria were: glyphosate, Roundup®, toxicity, environmental impact, human health,
water pollution, underground and surface water and nonpoint sources. A total of 1607 articles
was found, with an increase of 178 % in scientific production in the last 10 years. The countries
with the highest number of publications related to the topic of glyphosate were developed
nations with intensive agriculture. Mexico is in sixteenth place, with 29 (1.8 %) scientific articles
for the period studied, out of which only 17 % are studies in bodies of water. Based on the
literature consulted and the co-occurrence map, the elements that are related to the impact on
the bodies of water by glyphosate are the type of agriculture, location of the fields, rainfalls and

the characteristics of the catchment area.

Keywords: nonpoint source pollution, toxicity, agriculture, pesticides, agroecosystems.

INTRODUCTION
The use of pesticides in agriculture has increased considerably since the mid-20th
century. An example of this are herbicides, which have become increasingly used in
the last 20 years. This increase in the use of pesticides in agriculture, its effects on the
environment and on human health were first pointed out by Rachel Carson in her
book “Silent Spring”. This motivated a change in paradigm, giving way to movements
such as organic agriculture, the emergence of educational programs in environmental
topics and a strong environmentalist trend globally. Despite this, in some countries
there is a tendency to increase use and in others, to decrease it (Schreinemachers
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and Tipragsa, 2012). Countries such as Austria, Vietnam, France and Germany have
established agroecological policies to reduce the dependence on the use of pesticides,
environmental pollution and its effect on human health (Tataridas et al., 2022).

From the standpoint of conventional agriculture, plants known as weeds are considered
undesirable since they compete for sun light and soil nutrients, which impacts crop
yields (Page et al., 2012). Diverse control strategies have been used for their eradication,
including the use of glyphosate. This is the most widely used control strategy in the
world, and it is classified as a systemic, wide-spectrum and non-selective herbicide
that goes back to the 1970s, patented by the company Monsanto under the brand name
of Roundup® (Beckie et al., 2020).

The prohibition of glyphosate in the countries mentioned is due to its identified
toxic effects on human health and on the biota, whether by direct or indirect contact.
Glyphosate has been reported to be a potentially carcinogenic compound, as well as a
trigger for severe damages on organisms and the environment (de Carvalho Marques
et al., 2021). Other authors indicate that its use is close related with environmental
pollution, the drastic reduction of bee populations (Ruiz-Toledo and Sanchez-Guillen,
2014), effects on the soil nutrient cycle, particularly carbon and phosphorous, and
the pollution of bodies of water and the aquatic biota (van Bruggen et al., 2018).
Therefore, the aim of this essay was to identify the main studies published related to
the application of glyphosate and its impact on the biota, the environment and human
health, under the hypothesis that the effect of Roundup® on the environment is still
ambiguous and inconclusive.

Use in agriculture

Glyphosate is a wide-spectrum, non-selective, foliar-action, post-emergent and
systemic herbicide, which became highly relevant after the introduction of transgenic
crops. The massive and intensive use of glyphosate in agriculture worldwide is due
largely to its availability and low cost in the agrochemicals market. According to
Benbrook (2016), the use of glyphosate increased considerably on a global scale; only
between 1993 and 2019 (26 years), the use of herbicides tripled, including the use of
glyphosate (Figure 1).

The main use of glyphosate as a herbicide is eminently agricultural, to eliminate
narrow and broad leaf and woody plant species, mainly in maize, bean, wheat,
citrus, tomato, vines, cotton, soybean, sorghum, sugarcane and potato plantations in
ornamental crops and in forest plantations (Hernandez-Rios et al., 2018). Transgenic
crops have been reported to generate an increase in the use of glyphosate, including
maize, cotton, soybean, potato and canola (Benbrook, 2016).

Glyphosate also has non-agricultural uses, to control weeds on the sides of roads,
paths, gardens or vacant plots in urban areas, but also in lagoons and dams, to control
aquatic weeds (Salazar-Lopez and Aldana, 2011). In the herbicide market, glyphosate
is the active ingredient in hundreds of products. According to COFEPRIS, some
commercial names iclude Roundup, Faena, Novasato, Glyfos, Glissan, Gabycord,
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Figure 1. Herbicides used (Mg) in the 1990-2019 period in Canada and Latin America (FAO,
2022).

Lazer, Yierbasato, Sanfosato, Glyfan, Glifobest, Unifo-sato, Shadow, Suprim, Lafam,
Takle, Arraza, Yerbimat, Mamba, Sankill, Aquamaster, Ramrod, Velfosato, Eurosato,
Durango and Cacique 480.

Impact on the quality of water

Water is a crucial resource to guarantee food security through agriculture (Gonzalez-
Villarreal and Arriaga-Medina, 2020). However, bodies of water worldwide currently
display high levels of pollution and eutrophication due to the use of inputs in
agriculture, including fertilizers and pesticides (FAO, 2018). Maintaining water quality
is vital in environmental terms and for human health on the planet, particularly in
times where water tends to be a scarce and highly polluted resource.

There is evidence that indicates that glyphosate is one of the main pollutants of
surface and underground water. Its presence in high concentrations in bodies of water
is related to intensive and extensive agriculture, in which the use of glyphosate is
frequent (Mas et al., 2020). Salazar-Lopez et al. (2016) point out that the main way
of access to bodies of water is through nonpoint sources, that is, through runoffs of
agricultural fields. Zirena-Vilca et al. (2018) indicated that the particles of glyphosate
and its metabolite, amniomethylphosphonic acid (AMPA) may remain in water in its
particulate phase or dissolve completely. It is important to point out that many bodies
of water are used for the public supply of water, and even when they are treated, not
all residues are identified and eliminated.
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Impact on the biota

Glyphosate affects every terrestrial or aquatic organism that comes into indirect contact
with it. It has been reported to affect the microbial community in the soils, which could
alter biogeochemical cycles (Mohamed et al., 2021) and the growth and reproduction of
earthworms, jeopardizing the nutrient and soil cycles. In fish, amphibians and reptiles,
adverse effects have been documented, including endocrine disorders, hepatotoxicity,
genotoxicity, neurotoxicity, cardiotoxicity, morphological alterations, alterations in
embryonic development and mortality (Nunes Rezende et al., 2021). In the case of
bees, the use of glyphosate is related to the reduction of their population (Ruiz-Toledo
and Sanchez-Guillen, 2014), which jeopardizes the agricultural production of crops
that require pollination.

Impact on human health

The absorption of glyphosate in humans may be due to direct or indirect contact,
whether through the skin, because of its continuous use with no protection during
its handling, and indirectly via ingestion of glyphosate or contaminated products. In
2015, the International Agency for Research on Cancer (IARC, 2015), an agency that
is part of the World Health Organization (WHO), declared glyphosate as a probably
carcinogenic compound, a controversy that is still being analyzed. There are studies
that indicate the presence of glyphosate residues, along with its main degradation
metabolite, aminomethylphosphonic acid (AMPA), found in foods. Although it is
not a bio-accumulative compound, it is a threat to public health if its concentrations
exceed the maximum permissible limits established by the Codex Alimentarius.

There is a wide range of human disorders and diseases related to the formulations
of glyphosate-based herbicides. Some researchers include the following in the main
anomalies found: metabolic alterations, damage to DNA, kidney damage, attention
deficit disorder with hyperactivity (ADDH), Alzheimer, Parkinson, autism, leaky gut
syndrome, non-Hodgkin lymphoma and anencephaly (Zhang et al., 2019). In Mexico,
Rendén-von Osten and Dzul-Caamal (2017) reported traces of glyphosate in the urine
of agricultural workers and groundwater, as well as in samples of bottled water. In
the year 2018, in the United States, a case was published in which an agricultural
worker had developed terminal cancer (non-Hodgkin lymphoma) due to the frequent
exposure to products such as Roundup® and Ranger Pro® (Hernandez-Sierra et al.,
2021).

MATERIALS AND METHODS
A systematic search was performed for scientific references made in the last forty years
in the Scopus data base. The search criteria were glyphosate, Roundup®, toxicity,
environmental impact and human health. This search, limited to scientific articles,
produced a total of 1607 references. With the help of Scopus, the bibliometric analysis
was obtained, which gave the scientific production per year and the main countries
with the highest number of articles published. Later, taking the most used keywords in
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the titles and the abstracts of each scientific article as a unit of analysis, a co-occurrence
map was created, using the program VOSviewer version 1.16.17. Within the network,
the search keywords were located and their ego networks (all the connections that go
in and out of these nodes) were visualized.

To obtain a visualization of the map, VOSviewer applies the association strength
normalization technique, the visualization of similarities or VOS mapping and finally,
the cluster technique. A cluster is a set of nodes, broadly related depending on the
type of link analyzed; each node is assigned exactly to one cluster. Finally, a second
specific search was carried out for articles related with the pollution of water with
glyphosate. For this, the following terms were taken as search criteria: water pollution,
underground and surface water nonpoint sources, glyphosate and Roundup®. This
new search gave a total of 172 references and a co-occurrence map was created using
the program VOSviewer version 1.16.17.

RESULTS AND DISCUSSION

Bibliometric analysis
The scientific production related with the impact of the use of glyphosate from 1980
to 2022 has a considerable increase starting in 2010, which is broadly related to the
increase in the use of glyphosate-based herbicides in the last twenty years. In the last
ten years, scientific production increased 178 % (Figure 2). In the first quarter of 2022
alone, fifty-six publications were found, which represent 26.4 % of the previous year.
In 2015, the WHO declared glyphosate as a “likely level 2 carcinogenic compound
(moderately dangerous)”, which positioned it as a matter of world interest, giving
way to studies related to this compound. Practically, in the last 20 years (2002-2022)
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Figure 2. Scientific articles published worldwide related to the use and impact of glyphosate in
the last forty years.
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there has been an exponential growth (y = 1E - 109¢"%7) in publications related to
glyphosate, reaching a total of 212 in 2021.

The countries with the most publications on the topic are the United States, followed
by Brazil, China, Argentina, Italy, France, Canada, India, the United Kingdom and
Germany, all of which have more than 50 publications. Mexico was sixteenth, with
29 (1.8 %) publications for the period under study (1980-2022), in which studies were
found that study the presence of glyphosate and/or metabolites in humans, plants
and animals (24 publications), and to a lesser extent, its presence in bodies of water (5
publications). This shows the few studies carried out on the topic in Mexico.

Keywords: impacts on human health

The network of co-occurrences of the keyword shows that the central and most
mentioned word was “glyphosate”, around which other recurrently mentioned terms
link, and which take a central place in the network of keywords (Figure 3). The main
related glyphosate toxicity results in the literature were genotoxicity, neurotoxicity,
cytotoxicity and endocrine disruption.

Environmental impacts come mostly from the high use of glyphosate in agricultural
fields and they relate to the pollution of soils, of surface and underground water,
foods, as well as with alterations in the biota and in humans. There are reports of the
presence of glyphosate in foods such as honey, fruit, cereals, dairy formulas, legumes
and produce (Savini et al., 2019). This shows that glyphosate does not degrade
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completely and that part of this compound is transferred directly onto foods, onto
terrestrial and aquatic organisms after its application, and onto humans, by direct
and indirect contact. In recent years (2010-2022) it has become known that glyphosate
causes alterations in the biota and in humans (Table 1). The pathologies presented
could promote the development of cancer and other diseases.

Table 1. Impacts of glyphosate on the biota and in humans.

Organism Effects Reference
S N
Nematodes and Mortahty in exposures of over 1.76.mg L7, changes Zaller et al,, 2021.
worms in behavior, growth and reproduction.

Size reduction in its juvenile state, reduction in
Crustaceans growth rate, damage to reproductive capacity and Bordin et al., 2022.
low survival rate.

Microalgae, algae Reduction in chlorophyll content, photosynthesis Kittle and McDermid,
and seagrasses and respiration. 2016.

Reduction in cognitive ability and cell death in

Balbuena et al., 2015.
larvae.

Bees (Apis mellifera)
Premature hatching, heart insufficiency, swim

Fish bladder failure, body malformation, behavior Liu et al., 2022.
changes and oxidative stress.

Morphological and functional changes in the

intestine and in behavior. del Castilo et al., 2022.

Rats and hares
Severe eye irritation, moderate skin irritation,

Humans genotoxicity, neurotoxicity, neurodegenerative Tarboush et al., 2022.
diseases.

Keywords: impacts on water

The network of co-occurrences of keywords that refer to the pollution of water
with glyphosate show that the central and most frequently mentioned words were
“glyphosate” and “pollution”, around which secondary terms can be observed,
such as agriculture, drinkable water, surface and underground water, residues,
ecotoxicology, animals, applications, soil, and others. These display a strong relation
and have a central place in the network of keywords (Figure 4). The results indicate
that glyphosate, along with other herbicides, are broadly related with its intensive use
in agriculture and they are associated to water pollution, derived, many times, from
nonpoint pollution.

There is evidence that glyphosate is present in bodies of water, which may be a risk
to aquatic life and human health, since concentrations have been found that are above
the maximum permissible limit established by the European Union (Table 2). For the
specific case of Mexico, there are five publications that evaluate the presence of this
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Figure 4. Network of co-occurrences of keywords focused on water pollution with glyphosate.

Table 2. Occurrence of glyphosate in water resources worldwide.

MPL?

Countr Matrix DF (% C L References
Yy ( 0) (Hg ) (H g L)
European Union Surface water 28.9 <0.003-50 0.1 Horth and
countries Underground water 1.3 <0.01-24 0.1 Blackmore, 2009.

. Surface and Ruiz-Toledo and
Mexico underground water 100 e 01 Sanchez-Guillen, 2014.
United States Various types of water  39.4 <0.02-476 0.1 Battaglin et al., 2014.

. Drinkable Rendén-von Osten and
Mexico bottled water 86.7 <0.05-0.78 0.1 Dzul-Caamal, 2017.
Mexico Bottled, surface and 63.8 01-43 01 Reynoso-Camargo

underground water

et al., 2020.

LMP: maximum permissible limit; DF: detection frequency; C: concentration. "European Union

(Council of the European Union, 1998).

contaminant in bodies of water. However, findings are alarming, since the compound
has not only been found in surface water, but also in bottled water and in underground
public water supplies, mainly in locations far from urban areas (Rendon-von Osten
and Dzul-Caamal, 2017; Reynoso-Camargo et al., 2020).
The presence of glyphosate in the surface water of rivers and lakes, as well as in
underground waters, is due to the leaching of this compound in the soil due to rains
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or the irrigation of agricultural fields, due to the property of this herbicide being
highly water-soluble (Gonzalez-Ortega and Fuentes-Ponce, 2022). Mortl et al. (2013)
observed this effect in surface and underground water samples taken in different sites
in Hungary, and found greater concentrations in surface and underground water
samples during the rainy season in Bekés County, which is characteristically a region
with an intensive agriculture, whereas in surface waters of the Danube river in the dry
season, relatively low concentrations were registered. Battaglin ef al. (2014) pointed
out that the concentrations of glyphosate are related with the increase of their use,
mainly in transgenic crops such as soybean, cotton and maize.

The concentrations of glyphosate and metabolites in the bodies of water have a close
relation with the location of agricultural fields, the type of agriculture (high- or low-
input), rainfall and the characteristics of the catchment area. All this, as a whole,
determines the amount of glyphosate that reaches the bodies of water and therefore
the degree of pollution. Coupé et al. (2012) pointed out that the watersheds that are
most at risk due to the transportation of glyphosate are those with higher rates of
application and rainfalls that result in surface runoff.

CONCLUSIONS

The studies related to the presence of glyphosate in bodies of water, in foods and its
impact on human health have increased worldwide. In the last ten years (2011-2021)
the number of publications tripled in comparison with 2010. Out of the 1607 references
published around the world from 1980 to 2002, Mexico only participates with 1.8 %,
represented by publications related to toxicity in foods, human health and the biota
(83 %) and the pollution of bodies of water (17 %). However, despite the prohibition of
the use of glyphosate in agriculture being a national priority, there are still few studies
carried out on the topic and on its potential effect on the environment and health.
Out of the network of co-occurrences of keywords, the words that were found to
appear most frequently were glyphosate or Roundup® and its relation with toxicity,
pollution, agriculture, surface water, underground water, drinkable water, soils, fish,
amphibian, humans and laboratory animals. Since glyphosate is a water-soluble
compound, it has the ability to quickly pollute bodies of water. Its presence is broadly
related to agricultural fields, the use of inputs, the amount of herbicide applied and
rainfalls. Finally, an increase in scientific research is necessary, with emphasis on
bodies of water and the water resource, which is crucial to guarantee food security, as
well as scarce and overexploited.
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RESUMEN
El uso de productos quimicos para el control de plagas esta ampliamente extendido a nivel
mundial en la agricultura comercial, a pesar de sus impactos en la salud humana y la biodiver-
sidad. El glifosato es el herbicida mas utilizado y cuyos efectos adversos a la salud humana y
el ambiente ocasionan polémica en el ambito técnico-cientifico. El objetivo de este ensayo fue
identificar las principales investigaciones relacionadas con el herbicida glifosato y registrar su
impacto en la biota, el ambiente y la salud publica. Para ello, se realizé una busqueda biblio-
grafica, limitandose a articulos cientificos alojados en Scopus del periodo de 1980 a mayo 2022.
Los criterios de busqueda fueron: glifosato, Roundup®, toxicidad, impacto ambiental, salud hu-
mana, contaminacion del agua, agua subterranea y superficial y fuentes difusas. Se encontré un
total de 1607 articulos publicados, teniendo un incremento del 178 % de la produccién cientifica
en los tltimos diez afos. Los paises lideres con el mayor nimero de publicaciones en el tema del
glifosato fueron paises desarrollados que presentan una agricultura de tipo intensiva. México
ocupa el dieciseisavo lugar, con 29 (1.8 %) articulos cientificos para el periodo estudiado, donde
solo el 17 % corresponde a estudios en cuerpos de agua. Con base en la literatura consultada y el
mapa de coocurrencias, los elementos que tienen relacion con el impacto en los cuerpos de agua
por glifosato son el tipo de agricultura, la ubicacion de los campos agricolas, las precipitaciones

y las caracteristicas del area de captacion.

Palabras clave: contaminacién difusa, toxicidad, agricultura, plaguicidas, agroecosistemas.

INTRODUCCION
El uso de plaguicidas en la agricultura se ha incrementado considerablemente desde
mediados del siglo pasado. Un ejemplo de ello son los herbicidas, cuyo uso se ha
incrementado en los ultimos 20 afios. Este aumento en el uso de plaguicidas en la
agricultura, sus efectos ambientales y en la salud publica fue indicado por primera vez
por Rachel Carson en su libro “La primavera silenciosa”. Esto motivo un cambio de
paradigma, dando lugar a movimientos como la agricultura organica, la emergencia
de programas educativos en temas ambientales y una fuerte corriente ambientalista
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a nivel mundial. A pesar de ello, en algunos paises se mantiene una tendencia de uso
al alza y en otros a la baja (Schreinemachers y Tipraqgsa, 2012). Paises como Austria,
Vietnam, Francia y Alemania han establecido politicas agroecoldgicas con el propdsito
de reducir la dependencia en el uso de plaguicidas, la contaminacién ambiental y sus
efectos en la salud humana (Tataridas et al., 2022).

Desde el enfoque de la agricultura convencional, las plantas denominadas malezas se
consideran indeseables al competir por la radiacion solar y los nutrimentos del suelo,
lo que impacta en el rendimiento de los cultivos (Page et al., 2012). Para su erradicacién
se han empleado diversas estrategias de control, entre ellas la aplicacion de glifosato.
Este es el de mayor uso a nivel mundial y esta clasificado como un herbicida sistémico
de amplio espectro, no selectivo, cuyo origen se remonta a los afos setenta, patentado
por la empresa Monsanto bajo el nombre comercial de Roundup® (Beckie et al., 2020).
La prohibicién del glifosato en los paises mencionados es debido a sus efectos toxicos
identificados en la salud humana y en la biota, ya sea por contacto directo o indirecto.
Se reporta que el glifosato es un compuesto potencialmente cancerigeno, asi como
un detonador de dafios graves en los organismos y el ambiente (de Carvalho Mar-
ques et al., 2021). Otros autores indican que su uso esta asociado con la contaminacion
ambiental, la reduccién drastica de la poblacion de abejas (Ruiz-Toledo y Sanchez-
Guillen, 2014), la afectacién del ciclo de los nutrimentos del suelo, especialmente del
carbono y fésforo, y contaminacion de los cuerpos de agua y la biota acuatica (van
Bruggen et al., 2018). Por tanto, el objetivo de este ensayo fue identificar las principales
investigaciones relacionadas con la aplicacion de glifosato y su impacto en la biota, el
ambiente y la salud humana, bajo la hipdtesis de que el efecto del Roundup® sobre el
ambiente es atin vago y no concluyente.

Uso en la agricultura

El glifosato es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, de acciéon foliar, post-
emergente y sistémico, el cual tomo una gran relevancia después de la introduccion
de cultivos transgénicos. El uso masivo e intensivo del glifosato en la agricultura a
nivel mundial se debe en gran medida a su disponibilidad y bajo precio en el mercado
de agroquimicos. De acuerdo con Benbrook (2016), la utilizacion del glifosato tuvo
un considerable aumento a nivel mundial; tan solo de 1993 a 2019 (26 anos), el uso de
herbicidas se triplico, incluyendo el del glifosato (Figura 1).

El principal uso del glifosato como herbicida es eminentemente agricola, el cual es
utilizado para eliminar plantas de hoja angosta y ancha y especies lefiosas, principal-
mente en cultivos de maiz, frijol, trigo, citricos, tomate, vid, algodén, soya, sorgo, cafia
de azticar y papa, en cultivos ornamentales y plantaciones forestales (Hernandez-Rios
et al., 2018). Se reporta que los cultivos transgénicos han generado un incremento en
el uso del glifosato, entre los que se incluye el maiz, algodoén, soya, papa y canola
(Benbrook, 2016).

El glifosato también presenta un uso no agricola, para controlar malezas al borde de
carreteras, caminos, jardines o predios baldios en zonas urbanas, o bien en lagunas y
presas para controlar malezas acuaticas (Salazar-Lopez y Aldana, 2011). En el mercado
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Figura 1. Herbicidas usados (Mg) en el periodo de 1990 a 2019 en Canada y América Latina
(FAO, 2022).

de herbicidas, el glifosato es el ingrediente activo de cientos de productos. De acuerdo
a COFEPRIS, algunos de los nombres comerciales son: Roundup, Faena, Novasato,
Glyfos, Glissan, Gabycord, Lazer, Yierbasato, Sanfosato, Glyfan, Glifobest, Unifo-sato,
Shadow, Suprim, Lafam, Takle, Arraza, Yerbimat, Mamba, Sankill, Aquamaster, Ra-
mrod, Velfosato, Eurosato, Durango y Cacique 480.

Impacto en la calidad del agua

El agua es un recurso fundamental para garantizar la seguridad alimentaria a través
de la agricultura (Gonzélez-Villarreal y Arriaga-Medina, 2020). Sin embargo, actual-
mente los cuerpos de agua a nivel mundial presentan un alto grado de contaminacién
y eutrofizacion debido al uso de insumos en la agricultura, entre ellos fertilizantes y
plaguicidas (FAO, 2018). Mantener la calidad del agua es vital en términos ambienta-
les y para la salud humana en el planeta, particularmente en tiempos donde el agua
tiende a ser un recurso escaso y altamente contaminado.

Existe evidencia que sefiala de que el glifosato es uno de principales contaminantes
de aguas superficiales y subterraneas. Su presencia en altas concentraciones en los
cuerpos de agua se asocia a la agricultura intensiva y extensiva donde es frecuente el
uso de glifosato (Mas et al., 2020). Salazar-Lopez et al. (2016) sefialan que la principal
via de acceso a los cuerpos de agua es a través de fuentes difusas, es decir, a través
de escorrentias de los campos agricolas. Zirena-Vilca et al. (2018) indicaron que las
particulas de glifosato y su metabolito el 4cido aminometilfosfénico (AMPA) pueden
permanecer en el agua en su fase particulada o disolverse totalmente. Es importante
senalar que muchos cuerpos de agua son utilizados para abastecimiento publico de
agua potable, y aun cuando se someten a tratamiento, no todos los residuos son de-
tectados y eliminados.
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Impacto en la biota

El glifosato afecta a todo organismo terrestre o acuatico que de manera indirecta entra
en contacto con éste. Se ha reportado que el glifosato afecta a la comunidad microbia-
na del suelo, lo cual podria alterar los ciclos biogeoquimicos (Mohamed et al., 2021) y
el crecimiento y reproduccién de las lombrices de tierra, poniendo en riesgo el ciclo
de nutrientes y de los suelos. En peces, anfibios y reptiles se han documentado efec-
tos adversos, como son trastornos endocrinos, hepatotoxicidad, genotoxicidad, neu-
rotoxicidad, cardiotoxicidad, alteraciones morfolédgicas, alteraciones en el desarrollo
embrionario y mortalidad (Nunes Rezende et al., 2021). En el caso de las abejas, el
uso del glifosato esta asociado con la disminuciéon de su poblaciéon (Ruiz-Toledo y
Sanchez-Guillen, 2014), lo cual pone en riesgo la produccion agricola de cultivos que
requieren de polinizacion.

Impacto en la salud humana

La absorcién de glifosato en el ser humano puede ocurrir por exposicion directa o in-
directa, ya sea a través de la piel por su uso continuo y sin medidas de proteccion du-
rante su manipulacion, y de manera indirecta por la ingesta de productos contamina-
dos. En 2015, la Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer (IARC, 2015),
entidad adscrita a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), declar¢ al glifosato
como un compuesto probablemente cancerigeno, controversia que atin sigue en ana-
lisis. Existen estudios que sefialan la presencia de residuos de glifosato, asi como su
principal metabolito de degradacidn, el acido aminometilfosfénico (AMPA), presente
en alimentos. Sin bien no es un compuesto bioacumulable, si representa una amenaza
para la salud publica si las concentraciones rebasan los limites maximos permisibles
establecidos por el Codex Alimentarius.

Existe una amplia gama de trastornos y enfermedades humanas asociadas a las for-
mulaciones de herbicidas a base de glifosato. Algunos investigadores sefialan entre las
principales anomalias detectadas son: alteraciones metabdlicas, dano al DNA, dafo
renal, trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH), Alzheimer, Par-
kinson, autismo, Sindrome del Intestino Permeable, linfoma no Hodgkin y anencefalia
(Zhang et al., 2019). En México, Rendon-von Osten y Dzul-Caamal (2017) reportaron
residuos de glifosato en orina de trabajadores agricolas y aguas subterraneas, asi como
en muestras de agua embotellada. En el afio 2018, en los Estados Unidos, se dio a cono-
cer el caso de un trabajador agricola que habia desarrollado cancer terminal (linfoma
no Hodgkin) por la exposicion frecuente a productos como Roundup® y Ranger Pro®
(Hernandez-Sierra et al., 2021).

MATERIALES Y METODOS
Se realizé una busqueda sistematica de referencias cientificas de los tltimos cuarenta
afnos en la base de datos de Scopus. Los criterios de busqueda fueron: glifosato, Roun-
dup®, toxicidad, impacto ambiental y salud humana. Dicha buisqueda, limitada a ar-
ticulos cientificos, arrojo un total de 1607 referencias. Con la asistencia de Scopus se
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obtuvo el analisis bibliométrico, el cual dio a conocer la produccién cientifica por afio
y los principales paises con mayor nimero de articulos publicados. Posteriormente,
tomando como unidad de andlisis las palabras clave mas utilizadas dentro del titulo
y abstract de cada articulo cientifico, se realizo un mapa de coocurrencias utilizando el
programa VOSviewer version 1.16.17. Dentro de la red se ubicaron las palabras clave
de la busqueda y se visualizaron sus redes de ego (todas las conexiones que entran y
salen de dichos nodos).

Para obtener una visualizacion del mapa, VOSviewer aplica la técnica de normaliza-
cion de la fuerza de asociacion, el mapeo VOS o visualizacion de similitudes vy, final-
mente, la técnica de agrupacidon. Una agrupacién (cluster) es un conjunto de nodos
estrechamente relacionados seguin el tipo de vinculo que se analiza; cada nodo es asig-
nado exactamente a un cluster. Finalmente, se realizé una segunda buisqueda especi-
fica de articulos relacionados con la contaminacion del agua por glifosato. Para ello,
se tomaron como criterios de busqueda los términos: contaminacion de agua, agua
subterranea y superficial, fuentes difusas, glifosato y Roundup®. Esta nueva busque-
da arrojo un total de 172 referencias y se realizé un mapa de coocurrencias utilizando
el programa VOSviewer version 1.16.17.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis bibliométrico
La produccion cientifica relacionada con el impacto del uso del glifosato en el periodo
de 1980 a 2022 tuvo un considerable aumento a partir del afio 2010, lo cual tiene una
estrecha relacion con el incremento del uso de herbicidas a base de glifosato en los
altimos veinte afos. En los tltimos diez afos, la produccion cientifica aumentd 178 %
(Figura 2). Tan solo en el primer cuatrimestre del 2022 se identificaron cincuenta y seis
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Figura 2. Articulos cientificos publicados a nivel mundial relacionados con el uso e impacto del
glifosato en los ultimos cuarenta afios.
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publicaciones, que representan el 26.4 % del afo previo. En el 2015, la OMS declard
al glifosato como un “compuesto probable cancerigeno, nivel 2 (moderadamente peli-
groso)”, lo que lo posicioné como un asunto de interés mundial, dando paso a estudios
relacionados con este compuesto. Practicamente, en los tltimos 20 afios (2002-2022) se
ha tenido un crecimiento exponencial (y = 1E - 109¢%'%*™) en publicaciones relacionadas
al glifosato, llegando a un total de 212 en el afio 2021.

Los paises que lideran con mayor niimero de publicaciones en el tema fueron Esta-
dos Unidos, seguido de Brasil, China, Argentina, Italia, Francia, Canada, India, Reino
Unido y Alemania, todos ellos con mas de cincuenta publicaciones. México ocupé el
dieciseisavo lugar, con 29 (1.8 %) publicaciones para el periodo analizado (1980-2022),
donde destacaron estudios que analizan la presencia de glifosato y/o metabolitos en
humanos, plantas y animales (24 publicaciones), y en menor proporcion, su presencia
en cuerpos de agua (5 publicaciones). Esto evidencia los pocos estudios realizados al
respecto en México.

Palabras clave: impactos en la salud humana
La red de coocurrencias de las palabras clave muestra que la palabra central y mas
mencionada fue “glifosato”, alrededor de la cual se vinculan otros términos recurren-
temente mencionados que ocupan un lugar central en la red de palabras clave (Figura
3). Los principales resultados de toxicidad del glifosato relacionados en la literatura
fueron genotoxicidad, neurotoxicidad, citotoxicidad y disrupciéon endocrina.
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Los impactos ambientales provienen, en su mayoria, del alto uso del glifosato en los
campos agricolas y se relacionan con la contaminacién de los suelos, de las aguas su-
perficiales y subterraneas, de los alimentos y, ademas, con alteraciones en la biota y
en el ser humano. Existen reportes de la presencia de glifosato en alimentos como la
miel, frutas, cereales, férmulas lacteas, legumbres y hortalizas (Savini ef al., 2019). Esto
evidencia que el glifosato no se degrada totalmente y que parte de este compuesto
pasa directamente a los alimentos, a los organismos terrestres y acuaticos después de
su aplicacién y al ser humano por contacto directo e indirecto. En los ultimos afios
(2010-2022) se ha dado conocer que el glifosato provoca alteraciones en la biota y en
el ser humano (Cuadro 1). Las patologias presentadas podrian promover el desarrollo
de cancer y otras enfermedades.

Cuadro 1. Impactos del glifosato en la biota y en el ser humano.

Organismo Efectos Referencia

Nematodos y
lombrices

Mortandad en exposiciones superiores a los 1.76 mg

L7, cambios en el comportamiento, crecimiento y Zaller et al., 2021.
reproduccion.
Reduccion de tamano en estado juvenil, disminu-

Crustaceos cién de la tasa de crecimiento, dafios a la capacidad Bordin et al., 2022.

reproductiva y baja tasa de supervivencia.

Microalgas, algas y
pastos marinos

Abejas
(Apis mellifera)

Peces

Ratas y liebres

Humano

Disminucién del contendido de clorofila, fotosinte-
sis y respiracion.

Disminucion de la capacidad cognitiva y provoca
muerte celular en larvas.

Eclosién prematura, disminucion cardiaca, deficien-
cia de vejiga natatoria, malformacién del cuerpo,
cambios en el comportamiento y estrés oxidativo.

Cambios morfologicos y funcionales en el intestino
y del comportamiento.

Irritacidon ocular severa, irritacién cutanea modera-
da, genotoxicidad, neurotoxicidad, enfermedades
neurodegenerativas.

Kittle and McDermid,

2016.

Balbuena et al., 2015.

Liu et al., 2022.

del Castilo et al., 2022.

Tarboush et al., 2022.

Palabras clave: impactos en el agua

La red de coocurrencias de las palabras clave referente a la contaminacion del agua
por glifosato muestra que las palabras mas mencionadas y centrales fueron “glifosato”
y “contaminacion”, alrededor de las cuales se observan otros términos secundarios
como agricultura, agua potable, agua superficial y subterranea, residuos, ecotoxico-
logia, animales, aplicaciones, suelo, entre otros. Estas presentan una fuerte relacion y
ocupan un lugar central en la red de palabras clave (Figura 4). Los resultados sefialan
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Figura 4. Red de coocurrencias de palabras clave enfocadas a la contaminacion del agua por

glifosato.

que el glifosato, asi como otros herbicidas, tienen estrecha relacién con su uso intensi-

vo en la agricultura y se asocian con la contaminacién del agua, muchas veces deriva-

do de una contaminacién de tipo difusa.

Existe evidencia que el glifosato esta presente en cuerpos de agua, lo cual puede re-

presentar un riesgo para la vida acuatica y la salud humana, ya que se han encontrado

concentraciones por arriba del limite maximo permisible que establece la Unién Eu-

ropea (Cuadro 2). Para el caso especifico de México, el nimero de publicaciones que

Cuadro 2. Ocurrencia del glifosato en recursos hidricos a nivel mundial.

LMP*
Pais Matriz FE (% C L Referencias
) Chigh (o)
Paises de la Unién Agua superficial 28.9 <0.003-50 0.1 Horth and
Europea Agua subterranea 1.3 <0.01-24 0.1 Blackmore, 2009.
. Agua subterranea 'y Ruiz-Toledo and
México superficial 100013867 01 g4 hez-Guillen, 2014.
Estados Unidos Varios tipos de agua ~ 39.4 <0.02-476 0.1 Battaglin et al., 2014.
. Agua potable Rendoén-von Osten and
México embotellada 86.7 <0.05-0.78 0.1 Dzul-Caamal, 2017.
México Agua embotellada, su- 63.8 01-43 01 Reynoso-Camargo

perficial y subterranea

et al., 2020.

LMP: limite maximo permisible; FE: frecuencia de deteccién; C: concentracién. 'Unién Europea (Coun-

cil of the European Union, 1998).
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evaltan la presencia de este contaminante en cuerpos de agua son cinco. Sin embargo,
los hallazgos encontrados son alarmantes, ya que no solo se ha encontrado su pre-
sencia en agua superficial, sino también en agua embotellada y en agua subterraneas
de abastecimiento publico, principalmente en localidades alejadas de zonas urbanas
(Rendén-von Osten y Dzul-Caamal, 2017; Reynoso-Camargo et al., 2020).

La presencia de glifosato en aguas superficiales de rios y lagos, asi como en aguas sub-
terraneas se debe a la lixiviacion de este compuesto presente en el suelo por eventos de
lluvia o riego de los campos agricolas, debido a la propiedad de este herbicida de ser
altamente hidrosoluble (Gonzalez-Ortega y Fuentes-Ponce, 2022). Mortl et al. (2013)
observaron este efecto en muestras de agua tomadas en diferentes sitios de Hungria,
encontrando mayores concentraciones en muestras de agua superficiales y subterra-
neas durante la época de lluvias dentro del Condado de Bekés, el cual se caracteriza
por ser una region con una agricultura de tipo intensiva, mientras que en aguas su-
perficiales del Rio Danubio durante la época de secas se registraron concentraciones
relativamente bajas. Battaglin ef al. (2014) senialaron que las concentraciones de glifo-
sato se asocian al aumento de su uso, principalmente en cultivos transgénicos como la
soya, algodon y maiz.

Las concentraciones de glifosato y metabolitos en los cuerpos de agua tienen estrecha
relacion con la ubicaciéon de los campos agricolas, el tipo de agricultura (bajos o altos
insumos), la precipitacion y las caracteristicas del area de captacién. Todo ello en con-
junto determina la cantidad de glifosato que llega a los cuerpos de agua y por ende el
grado de contaminacion. Coupé et al. (2012) sefialaron que las cuencas hidrograficas
que corren mayor riesgo por el transporte de glifosato son aquellas con altas tasas de
aplicacion y precipitaciones que resultan en escorrentia superficial.

CONCLUSIONES

Los estudios relacionados con la presencia de glifosato en cuerpos de agua, en alimen-
tos y su impacto a la salud humana y a la biota han aumentado a nivel mundial. En
los dltimos diez afios (2011-2021) el namero de publicaciones se triplico en compa-
racion al 2010. En México, de las 1607 referencias publicadas mundialmente durante
el periodo (1980-2022), solo se participd con el 1.8 %, representado por publicaciones
relacionadas a la toxicidad en alimentos, la salud humana y la biota (83 %) y la con-
taminacion de cuerpos de agua (17 %). Sin embargo, a pesar de ser la prohibicion del
uso de glifosato en la agricultura una prioridad nacional, ain son pocos los estudios
realizados en el tema y su potencial efecto en el ambiente y la salud.

De la red de coocurrencias de las palabras clave se observa que las palabras con ma-
yor frecuencia fueron glifosato o Roundup® y su relacion a toxicidad, contaminacién,
agricultura, agua superficial, agua subterranea, agua potable, suelos, peces, anfibios,
humanos y animales de laboratorio. El glifosato, al ser un compuesto hidrosoluble,
tiene la capacidad de contaminar con rapidez los cuerpos de agua. Su presencia tiene
estrecha relaciéon con la cercania a los campos agricolas, el uso de insumos, la canti-
dad de herbicida aplicado y las precipitaciones. Finalmente, es necesario aumentar
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la investigacién cientifica haciendo énfasis en cuerpos de agua, recurso hidrico vital
para garantizar la seguridad alimentaria, ya que se encuentran en estado de escasez y
sobrexplotacion.
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