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Mecanismos moleculares involucrados en la tolerancia de las
plantas a la salinidad

L. Chavez, L.M. Gonzélez

Instituto de Investigaciones Agropecuarias “Jorge Dimitrov”. Carretera Via Manzanillo Km 17. Bayamo.
Granma. Cuba. E-mail: Ichavez@dimitrov.cu

Resumen

La salinidad es uno de los factores abidticos mas importantes por sus impactos negativos en las cose-
chas a nivel mundial, reduciendo el rendimiento de los principales cultivos de importancia econémica
en mas de un 50 por ciento. Se describen los mecanismos moleculares fundamentales que utilizan las
plantas para su adaptacién a condiciones salinas estresantes, entre ellos se encuentran el manteni-
miento de la homeostasis idnica, la sintesis de compuestos osmoprotectores, la reduccién del daino por
estrés oxidativo y el papel del acido abscisico.

Palabras clave: Estrés salino, Plantas trangénicas, ABA, Homeostasis idnica.

Summary

Moleculars mechanisms in plant salt tolerance

Salinity is one of the most important abiotic factors for its negative impacts on yield crops around the
world with a reduction higher than 50 percent in many crops of economic importance. The funda-
mental molecular mechanism for the plant adaptation to saline conditions as the maintenance of the
ionic homeostasis, the syntesis of osmotic protector compounds, the reduction of damage for oxidati-
ve stress and the abscisic acid role are described in plant salt tolerance.

Key words: Saline stress, Transgenic plants, ABA, lonic homeostasis.

Introduccién también ayudara a mejorar la tolerancia a
la sequia y a las temperaturas extremas,
porque el estrés osmotico es comun a estos

estreses abidticos (Chinnusamy et al., 2005).

El desarrollo de plantas tolerantes a la sali-
nidad es una necesidad para mantener y
elevar la produccién agricola (Munns et al.,
2006). Los programas de mejoramiento con-
vencional para obtener plantas que toleren
el estrés salino han obtenido un éxito muy
limitado debido a la complejidad del carac-
ter. El lento progreso en los programas de
mejora puede atribuirse al pobre conoci-

Las plantas responden al estrés salino a tres
niveles diferentes: celular, tisular y de plan-
ta completa (Munns y Tester, 2008). Es por
ello que para entender satisfactoriamente
la tolerancia de las plantas a la salinidad, los
mecanismos a cada nivel deben estudiarse

miento o entendimiento de los mecanismos
moleculares de tolerancia a la salinidad.
Ademas, comprender las bases moleculares
de la tolerancia de las plantas a la salinidad

individualmente (Larcher, 2003).

El objetivo de este trabajo es describir algunos
de los mecanismos moleculares fundamenta-
les que utilizan las plantas para su adaptacién
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a condiciones salinas estresantes, entre ellos,
el mantenimiento de la homeostasis idnica,
la sintesis de compuestos osmoprotectores,
la reduccion del dafio por estrés oxidativo y
el papel del acido abscisico.

La salinidad y sus efectos nocivos sobre los
cultivos

El estrés salino afecta al desarrollo de la
planta, incluyendo la germinacién, el creci-
miento vegetativo y el desarrollo reproduc-
tivo. También limita indirectamente la pro-
ductividad de las plantas a través de sus
efectos adversos en microorganismos sim-
bioticos beneficiosos.

La salinidad afecta el crecimiento y produc-
cion de los cultivos porque reduce el poten-
cial hidrico de la solucién del suelo, por lo
que disminuye la disponibilidad de agua, y
crea un desequilibrio nutritivo, dada la ele-
vada concentracion de elementos (Na*, CI)
que pueden interferir con la nutricion mine-
ral y el metabolismo celular (Amini et al.,
2007). En consecuencia, los diversos efectos
observados a distinta escala, desde reduc-
cion de turgencia y crecimiento, hasta la
pérdida de la estructura celular por desor-
ganizacién de membranas e inhibiciéon de la
actividad enzimatica, son el producto com-
binado del estrés hidrico, la toxicidad iénica
y el desequilibrio nutricional (Parida y Das,
2005; Vijayan, 2008).

La salinidad afecta la fotosintesis (Chaves,
2009), principalmente a través de la reduc-
cién del area foliar, el contenido de clorofila
y la conductancia estomatica, y en menor
extension a través de una disminucién de la
eficiencia del fotosistema Il (Chinnusamy et.
al., 2005). Los efectos adversos de la salini-
dad pueden atribuirse al efecto del estrés
salino sobre el ciclo celular y la diferencia-
cion. La salinidad detiene temporalmente el

ciclo celular reduciendo la expresién y acti-
vidad de ciclinas y proteinas quinasa depen-
dientes de ciclinas, lo que trae como resulta-
do menos células en los meristemos, y un
crecimiento limitado.

Tolerancia de las plantas a la salinidad

De acuerdo con la tolerancia a las condicio-
nes de salinidad en el suelo, las plantas pue-
den ser clasificadas en aquellas que requie-
ren o toleran altas concentraciones de sales,
o haldéfitas, y las que no toleran la presencia
excesiva de sales, o glicofitas. Existen cate-
gorias intermedias entre ambos grupos
—pseudohaldéfitas—, asi como plantas que, sin
ser halofitas, requieren sodio como elemen-
to esencial. La sensibilidad de las plantas a
las sales varia durante el desarrollo fenolé-
gico, dependiendo de la especie, el cultivar
y factores ambientales (Munns, 2002).

Se ha planteado que en la evolucién de los
mecanismos de tolerancia y adaptacion de
las plantas al estrés salino asi como a dife-
rentes factores abidticos estresantes, puede
observarse la existencia de grados de sus-
ceptibilidad y de tolerancia muy diferentes,
tanto desde el punto de vista de los meca-
nismos, como de la amplitud y distribucion
entre las diversas especies, e incluso varie-
dades y ecotipos dentro de un misma espe-
cie. Esto evidencia la diversidad de estrate-
gias que han desarrollado las plantas, para
mantener una respuesta altamente refina-
da ante la amplia gama de estrés a que son
expuestas las mismas (Gonzalez, 2002).

La mayoria de las especies comestibles de
granos y vegetales son glicéfitas muy suscep-
tibles a la salinidad del suelo, aiin cuando la
conductividad eléctrica sea menor de 4dS/m.
Especies tales como: frijoles (Phaseolus vulga-
ris), berenjena (Solanum melongena), maiz
(Zea mays), papa (Solanum tuberosum), y
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cafia de azucar (Saccharum oficinarum), son
muy susceptibles; mientras que la remolacha
azucarera (Beta vulgaris) y la cebada (Hor-
deum vulgare), pueden tolerar una CE de
mas de 7 dS/m. La remolacha y la cebada, sin
embargo, son muy sensibles durante la fase
de germinacién, en cambio son muy toleran-
tes durante las fases posteriores de desarro-
llo (Chinnusamy et al., 2005).

La respuesta adaptativa, para lograr tolerar
la salinidad, debe interconectar tres aspec-
tos en la actividad de la planta. El primero
es prevenir o reparar el dafio o la detoxifica-
cién. El segundo es el control de la homeos-
tasis, incluye la homeostasis i6nica y la
osmoética que deben ser re-establecidas
frente a las nuevas condiciones de estrés. En
tercer lugar, el control del crecimiento,
debe reanudarse pero con una tasa reduci-
da (Zhu, 2001).

Para que una planta se adapte a las condi-
ciones salinas, se deben activar multiples
mecanismos: debe aumentarse la capacidad
de obtener y/o retener agua, y debe resti-
tuirse la homeostasis i6nica (Bargmann et
al., 2009). Estos mecanismos de adaptacion
se reflejan macroscépicamente como un
menor crecimiento, modificaciéon de la rela-
ciéon parte aérea/raiz, limitacién de la expan-
sion foliar, y son consecuencia de cambios
bioquimicos (incremento de la sintesis de
acido abscisico y solutos osmoprotectores) y
fisiolégicos (alteracion de la permeabilidad
de las membranas a los iones y al agua, cie-
rre estomatico, disminucién de transpiracion
y fotosintesis, etc). Esta respuesta adaptativa
esta gobernada por sefiales moleculares que
regulan la relacién con el medio externo
(por ejemplo, cambios en la actividad de
canales y transportadores de membranas) y
por la activacion y transcripciéon de genes
entre cuyos efectos estd la modificacion de
rutas biosintéticas que resultan en ajuste
osmotico y la proteccién de las estructuras
celulares (Zhou et al., 2007).

El interés por mejorar la tolerancia de los
cultivos a la salinidad ha ido creciendo en
los ultimos afios, empleando métodos de
mejora y seleccion tradicionales o la produc-
cion de organismos modificados genética-
mente (Cuartero et al., 2006) .La incorpora-
cién de genes procedentes de parentales
silvestres tolerantes, la domesticacion de
plantas halofilas silvestres, y la identifica-
cion de caracteres relacionados con toleran-
cia empleando marcadores moleculares
(Owuso, 2008), o bien la incorporacion de
genes cuya expresion modifica mecanismos
bioquimicos y fisiolégicos involucrados en la
tolerancia (Sairam y Tyagi, 2004).

A continuaciéon nos referiremos a algunos
mecanismos moleculares que son utilizados
por las plantas para su tolerancia al estrés
salino.

Mecanismos moleculares implicados en la
tolerancia de las plantas a la salinidad

Mantenimiento de la homeostasis idnica

Como hemos expresado con anterioridad el
establecimiento de la homeostasis i6nica es
un requerimiento esencial para que las plan-
tas sobrevivan en condiciones de estrés salino
(Bargmann et al., 2009). La regulacion del
flujo i6nico es necesaria para que las células
mantengan adecuada concentracién de
iones esenciales y baja la concentracion de
iones toxicos (Senadheera, 2009). Bajo estrés
salino, el mantenimiento de la homeostasis
de K+ y Na+ es de vital importancia en células
vegetales. Estas necesitan mantener altas las
concentraciones de K+, entre 100 y 200 mM,
para realizar de forma adecuada las reaccio-
nes metabdlicas (Rodriguez-Pérez, 2006); por
lo que se puede plantear que la tolerancia a
la salinidad requiere no solo la adaptacién a
la toxicidad provocada por el Na+, sino tam-
bién, a la adquisiciéon de K+, cuya toma por la
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planta se afecta debido a la semejanza quimi-
ca entre ambos iones (Wang et al., 2007). De
ahi que las membranas y sus componentes
necesarios para la toma y distribucién de
iones y solutos, se consideran determinantes
en el desarrollo de plantas tolerantes al la
salinidad (Senthilkulmar et al., 2005). Los
transportadores, canales, simportes y anti-
portes, son los principales involucrados en el
fendmeno de transporte a nivel de planta.
Por otro lado los niveles de sodio, deben ser
menores que 1TmM en el citoplasma, cual-
quier exceso tiene que ser excluido fuera de
la célula o almacenado dentro de la vacuola
(Vera-Estrella et al., 2005).

Dafios causados por el exceso de Na+:

1. Interrupcién del equilibrio iénico: el
influjo de Na+ disipa el potencial de
membrana y facilitan la toma de Cl- en
contra del gradiente quimico.

2. El Na+ es toxico al metabolismo celular y
tiene efecto deletéreo en el funciona-
miento de algunas enzimas.

3. Altas concentraciones de Na+ causan des-
balance osmético, desorganizacion de la
membrana, reduccién en el crecimiento,
inhibicion de la division y expansion celular.

4. Altos niveles de Na+ también conducen a
la reduccién en la fotosintesis y al incre-
mento en la produccidn de especies reacti-
vas del oxigeno (Mahajan y Tuteja, 2005).

Mientras que, como hemos visto, el exceso
de Na+ en las células, conduce a respuestas
fisiologicas que afectan los proceso de divi-
sion y crecimiento a nivel celular (Tester y
Davenport, 2003; Zhu, 2003; Shi et al., 2003),
el potasio, es uno de los elementos minera-
les esenciales en las células vegetales.

Las funciones del K+ en la célula vegetal son:
1. Mantener el balance osmético.

2. Participar en los procesos de apertura y
cierre estomatico.

3. Ser cofactor esencial para muchas enzi-
mas tales como la piruvato quinasa.

4. Mantener la turgencia celular.

5. Unir los ARNt a los ribosomas, de ahi su
importancia en la sintesis de proteinas
(Chinnusamy et al., 2005).

El mantenimiento de altas concentraciones
de K+ y bajas concentraciones de Na+ en el
citosol se logra a través de una regulacion
coordinada de los transportadores para H+,
K+, Ca++, Na+. Las H+-ATPasas de la mem-
brana plasmatica, sirven como bombas pri-
marias, que generan un gradiente protoéni-
co, que facilita el transporte de otros
solutos, incluyendo el Na+ y K+ (Zhao et al.,
2008). Este sistema es un componente de la
respuesta de la planta a la salinidad. Las
células vegetales emplean, ademas del
transporte activo primario, mediado por
H+-ATPasas, el transporte activo secundario,
mediado por canales y cotransportadores,
para mantener en el citosol concentraciones
altas de K+ y bajas de Na+ (Bartels y Raman-
julu, 2005).

Existe una mayor comprension sobre los sis-
temas de transporte y mecanismos regula-
torios que median la relacién Na+/K+ en
células vegetales; éstos corresponden a los
sistemas de transporte de alta y baja afini-
dad ubicados en el plasmalemay en el tono-
plasto (Demidchik et al., 2002; Zhu, 2002;
Zhu, 2003). Las proteinas integrales de
membrana actian como transportadoras,
sufriendo un cambio corformacional durante
el transporte del i6n y operando en contra
de gradientes de concentracion energizados
por gradientes electroquimicos (antiporte
Na+/H+, simporte K+/H+, simporte K+/Na+)
(Berthomieau et al., 2003; Sul et al., 2003).
Un tipo de transportador de los iones Na+y
K+ bien reconocido es el perteneciente a la
familia de los HKT, identificado y evaluado
en Arabidopsis (Rus et al., 2004), arroz
(Fukuda et al., 2004) y trigo (Laurie et al.,
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2002), entre otros. El HKT, transportador de
alta afinidad para K+ y descrito en Arabi-
dopsis, funciona acoplado al Na+ y contri-
buye al suministro de este i6n en suelos sali-
nos. Bajo concentraciones altas de Na+, el
HKT puede tener mas importancia fisiolégi-
ca en el transporte de Na+ que en el de K+
(Rus et al., 2004).

En arroz (Oryza sativa cv. Nipponbare) se
demostré que el suministro de Na+ y K+
estd mediado por diferentes transportado-
res y que el K+ se bloquea por el transpor-
tador de Na+. La expresion del OsHKT1 y
el HKT4 demuestra que éstos son transpor-
tadores de alta y baja afinidad para Na+.
Los transportadores OsHKT estan involu-
crados en el transporte de Na+ en arroz, y
el OsHKT1 media especificamente el sumi-
nistro de Na+ en las raices cuando estas
plantas son deficientes en K+ (Fukuda,
2004).

Existen transportadores muy selectivos para
el K*, con una elevada afinidad por este ion
(10-50 mM), pero que también pueden
transportar Na* con baja afinidad y ser blo-
queados por altas concentraciones de Na*
en el medio (Rodriguez-Navarro, 2000).
Entre estos transportadores estan los de
tipo KUP-HAK de cebada y Arabidopsis. Por
el contrario, Los transportadores de HKT
manifiestan una alta afinidad por Na*y en
sistemas heter6logos se comportan como
simportes Na*/K* o uniportes de Na* (Horie
et al., 2001). Su funcioén fisidlogica es incier-
ta pero la evidencia genética indica que la
proteina HKT1 de Arabidopsis es una via
sustancial de entrada de Na* en la planta
(Rus et al., 2001). El transportador de baja
afinidad, LCT1, también es permeable al
Na*, pero su contribucién relativa a la cap-
tacion de Nat es desconocida.

Los canales iénicos constituyen otro sistema
de transporte que permite la disipacién
rapida de un gradiente i6nico establecido a

través del plasmalema. Se conocen tres
tipos de canales que pueden mediar en la
entrada o salida de iones como K*y Na* a
través del plasmalema (Rodriguez-Navarro,
2000), denominados canales rectificadores
de entrada de K* (KIRC), canales rectificado-
res de salida de K* (KORC), y canales inde-
pendientes del voltaje (VIC) (Rubio et al.,
2004). La selectividad K*/Na* de estos cana-
les idnicos varia ampliamente (Demidchik,
2007). Los canales KIRC y KORC son alta-
mente selectivos para K* en condiciones
fisiologicas de crecimiento. Sin embargo, los
canales de tipo KIRC pueden permitir una
entrada significativa de Na* a largo plazo
en un medio salino, debido a que en esas
condiciones presentan una conductividad
idbnica maxima y el gradiente electroquimi-
co de Na* es elevado (Amtmann y Sanders,
1999). Por el contrario, aunque los canales
de tipo VIC representan una pequeia frac-
cion de la conductividad total de la mem-
brana, no discriminan entre Na* y K*. Consi-
derando en su conjunto la abundancia y
caracteristicas funcionales de los distintos
canales iénicos, se ha estimado que los VIC
constituyen la via principal de entrada de
Na* en las células vegetales (Amtmann y
Sanders, 1999). La actividad de los VIC pare-
ce modulada por nucleétidos ciclicos (cCAMP
y cGMP), por lo que podrian ser equivalentes
a los canales de tipo CNCG (cyclic nucleotide-
gated channels) caracterizados originalmen-
te en células animales y que también estan
presentes en las células vegetales (Donalson
et al., 2004).

Si se produce una entrada importante de
Na* en el citosol, la relacion K*/Na* fisiol6gi-
ca debe ser restablecida para evitar el efec-
to toxico del Na* (Anil et al., 2007). Esto se
consigue en algunas especies con un siste-
ma de transporte localizado en la membra-
na vacuolar (tonoplasto), que permite acu-
mular Na* en la vacuola de manera activa,
en contra del gradiente electroquimico del
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Na*. Este sistema consiste en un antiporta-
dor Na*/H* (denominado NHX) que acopla
la entrada de Na* a la salida de H*. La pre-
sencia de wuna actividad antiportadora
Na*/H* se detecté primero en tonoplasto de
especies tolerantes a salinidad como remola-
cha y cebada, donde se inducia por la pre-
sencia de NaCl en el medio (Barkla y Pantoja,
1996). No obstante, la evidencia molecular
disponible indica que estas proteinas son
ubicuas en las plantas. En el genoma de Ara-
bidopsis thaliana, completamente secuen-
ciado, se reconocen hasta 6 isoformas dife-
rentes de genes NHX (Maser et al., 2001;
Yokoi et al., 2002). La compartimentacién
del Na* en la vacuola, al tiempo que libera
al citosol del exceso de Na+, contribuye a
disminuir el potencial osmético y ajustar el
potencial hidrico celular para permitir la
absorcion de agua durante el estrés salino.
Ademas, la proteina NHX1 de Arabidopsis
tiene la capacidad de transportar tanto Na+
como K+, pudiendo contribuir al balance
osmoético celular y tisular en cualquier con-
dicién de crecimiento de la planta (Leidi y
Pardo, 2002).

Verma y colaboradores (2007) clonaron
una nueva isoforma del antiporte vacuolar
Na+/H+ en Pennisetum glaucum (PgNHX1),
la cual contiene cinco dominios transmem-
brana en contraste con la isoforma de Ara-
bidopsis AtNHX1 que contiene nueve
dominios transmembranales. La sobreex-
presion de PgNHX1 en arroz también con-
fiere tolerancia a la salinidad debido a que
las plantas transgénicas desarrollan un sis-
tema radical mas extenso y completan su
ciclo de vida en presencia de 150 mM de
NacCl.

Otro sistema importante para conseguir la
reduccion del Na* citosélico es la expulsiéon
al medio extracelular, proceso también
conocido como extrusion (Flowers y Colmer,
2008). La extrusiéon de Na* se produce en
hongos y algunas especies de algas marinas

por bombas (ATPasas) transportadoras de
Nat+ (Gimmler, 2000), mientras que en la
mayoria de las algas y en plantas superiores
estd mediada por antiportadores Na*/H* del
plasmalema (Blumwald et al., 2000; Shi et
al., 2000). La actividad de antiportadores
Na*/H* en el plasmalema, que expulsan Na*
al exterior de la célula en un intercambio
por H*, requiere un gasto energético ya que
debe efectuarse en contra de un gradiente
de potencial electroquimico. La induccién
en tomate de una ATPasa transportadora de
H* de plasmalema por el estrés salino podria
responder a la necesidad de generar el gra-
diente de protones requerido por el anti-
portador Na*/H* (Kalampanayil y Wimmers,
2001).

Se ha sugerido que la extrusiéon de Na*
podria constituir a largo plazo un serio pro-
blema en las células de algunos tejidos,
como las hojas, ya que la acumulacion
extracelular de Na* podria ser aun mas dafi-
na que su inclusion al generar un déficit
hidrico extremo (Yeo, 1998). Ademas de
reducir el contenido celular de Na*, el anti-
portador Na*/H* del plasmalema de Arabi-
dopsis, SOS1, también media en el transpor-
te de Na+ desde la raiz al meséfilo foliary es
esencial para la redistribucién del Na+ entre
los tejidos vegetales (Shi et al., 2002). Un
factor determinante del dafio celular en
arroz es la deshidratacién producida por la
acumulacion de sales en el espacio extrace-
lular (Flowers et al., 1991) de la que podria
no ser ajena la actividad de ese antiporte.
Sin embargo, el balance neto de la actividad
antiportadora Na*/H* en el plasmalema
deber ser positivo para la planta ya que los
mutantes sos7 de Arabidopsis, carentes de
dicha actividad, son extremadamente sensi-
bles a NaCl. Por razones todavia desconoci-
das, los mutantes sin SOS1 o en los que su
actividad esta disminuida (mutantes SOS2 y
S0S3) son incapaces de tomar K+ a bajas
concentraciones exteriores (Zhu, 2000).
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Papel del calcio en la respuesta de la planta
al estrés salino

El papel del i6n Ca%* en la respuesta de las
plantas a salinidad resulta esencial, por su
papel sefializador, su funcién estructural en
la membrana y su efecto sobre la actividad
de algunos transportadores idnicos (Klimec-
ka y Muszynska, 2007). La presencia de Ca%*
puede reducir la magnitud del efecto nega-
tivo de la salinidad en el crecimiento, fenoé-
meno que se ha atribuido al efecto estabili-
zador de la membrana y al mantenimiento
de su capacidad selectiva (Marschner, 1995).
El Ca?* extracelular podia reducir la pérdida
de K* inhibiendo los canales de salida KORC
(Murata et al., 2000), y disminuir la entrada
de Na* mediante la inhibicién de canales
KIRC y sobre todo VIC (Maathuis y Amt-
mann, 1999). Por otra parte, el Ca?* intrace-
lular tendria un papel no menos esencial en
la absorcion de K* y la selectividad K*/Na*
en condiciones salinas mediante la modula-
cion de otros transportadores idnicos como
SOS1 (Zhu, 2000). La expresion del gen SOS1
es dependiente del complejo SOS2/S0S3,
donde SOS2 es una proteina quinasa y SOS3
es una proteina sensora de Ca?* (Hussain et
al., 2008). Se conoce que el papel del Ca?* es
complejo, ya que actia como intermediario
en la cascada de sefiales que conducen a la
transcripcion de numerosos genes involu-
crados en la respuesta adaptativa (Chinnu-
samy et al., 2005).

Proteinas LEA, HSP y poliaminas
Proteinas LEA

La salinidad, asi como las altas temperaturas
y la sequia, pueden causar la desnaturaliza-
cion y la pérdida de sus funciones en nume-
rosas proteinas. Las HSP (siglas en inglés:
heat shock protein) y las proteinas LEA
(siglas en inglés: late embryogenesis abun-

dance) ayudan a proteger las proteinas
celulares contra el estrés, controlando el
plegamiento y la conformacion de las pro-
teinas estructurales y enzimas (Wang et al.,
2004). Ademas se ha demostrado que las
proteinas LEA y las chaperonas estan involu-
cradas en la proteccion de moléculas, tales
como enzimas, lipidos y ARNm, de la deshi-
dratacion (Sairam y Tyagi, 2004).

Durante el desarrollo y la maduracién,
cuando tiene lugar una desecacién natural,
las semillas acumulan transcriptos y protei-
nas en una concentracion relativamente
alta, por esta razén, donde primero se
encontraron estas proteinas, fueron llama-
das LEA (Kalemba y Pukacka, 2007). Las pro-
teinas LEA son un grupo de proteinas indu-
cibles por el ABA y originalmente se sugirié
que pueden estar asociadas con la tolerancia
a la desecacion durante la maduracion de la
semilla y también inducidas por la salinidad
y el déficit de agua (Vital Vas et al., 2007).
Las proteinas LEA se agrupan en al menos
seis familias, en base a homologias en su
secuencia aminoacidica. El déficit de agua, la
alta osmolaridad y bajas temperaturas, con-
[levan a la acumulacién de un grupo de pro-
teinas LEA. Actualmente se ha demostrado
que estas proteinas pueden preservar la
estructura proteica (Umezawa et al., 2006)
y la integridad de la membrana, preservan-
do el agua, impidiendo la desnaturalizacion
de proteinas y renaturalizando las protei-
nas ya desplegadas, ademas secuestrando
iones en los tejidos estresados (Sairam y
Tyagi, 2004).

Se han identificado varios grupos de protei-
nas LEA en cereales, de las cuales las perte-
necientes al grupo 2, también llamadas
dehidrinas son las proteinas solubles mas
eminentes, inducidas por el estés osmético
(Roychoudhury y Basu, 2008).

El gen HVA1 que codifica para la proteina
LEA es inducido por el ABA y varios tipos de
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estrés, por ejemplo la salinidad. Plantas
transgénicas de arroz que expresan el HV1,
conducida por un promotor constitutivo del
gen de la actina, mostraron un incremento
significativo de la tolerancia a la salinidad
(Xu et al., 1996). Los mecanismos involucra-
dos en la accion de este gen no estan claros
pero los autores proponen que el incremen-
to de la tolerancia a la salinidad pudiera
deberse a la estabilizacion de estructuras
celulares.

Otros investigadores evaluaron la tercera
generacion de plantas trangénicas de avena
(Avena sativa L.) que expresan el gen HVA1
de cebada, el gen de la B-glucuronidasa
(uidA; gus) y el gen de resistencia a herbici-
das bar. En comparacién con las plantas
control, las plantas transgénicas mostraron
mayor crecimiento y un significativo incre-
mento en la tolerancia a condiciones salinas
estresantes (200 mM NacCl) para caracteristi-
cas como: altura de la planta, area foliar,
longitud de la raiz, longitud de la panicula,
numero de espigas por panicula, nimero de
tallos por planta, entre otras caracteristicas.
Plantas transgénicas de tabaco expresan el
gen Rab16A, proveniente de la variedad
india de arroz Pokkali, que codifica para
una proteina LEA del grupo 2. La expresién
del gen estd controlada por un promotor
inducible por la salinidad, lo que conlleva a
una acumulaciéon de la proteina en las hojas
de las plantas transgénicas sometidas a este
tipo de estrés. Las mismas mostraron un
incremento significativo en la tolerancia a
la salinidad y tasas de crecimiento sosteni-
das bajo condiciones estresantes. Adicional-
mente mostraron un incremento en la pro-
duccion de osmolitos tales como azucares
reducidos, prolina y poliaminas. También
mostraron una mejor maquinaria antioxi-
dante y un balance mineral mas favorable,
lo que se reflejé en los reducidos niveles de
peréxido de hidrégeno y de peroxidacién
lipidica, menor pérdida de clorofila, asi

como menor acumulacién de sodio y mayor
acumulacién de potasio. Estos resultados
establecen el posible papel del gen Rab16A
en conferir tolerancia a la salinidad sin afec-
tar el crecimiento y el rendimiento de las
plantas transformadas. También sugieren el
considerable potencial de los genes que
codifican para el grupo 2 de proteinas LEA,
para obtener plantas tolerantes a la salini-
dad a través de la ingenieria genética (Roy-
Choudhury, 2007).

HSP

La familia de proteinas Dnak/Hsp70, chape-
ronas moleculares pueden unirse a otras
proteinas en estado no nativo y ayudarlas a
alcanzar su conformacion funcional, en la
mayoria de los casos con gasto de ATP (Bos-
ton et al., 1996). Tabaco transgénico trans-
formado con el gen Dnak1, que proviene de
la cianobacteria halotolerante Aphanothe-
se halophytica, que sobreexpresan estas
proteinas en el citosol (Sugino et al., 1999).
Después de tres dias de tratamiento con 0.6
M de NadCl, la tasa de fijacion de CO2, fue
marcadamente mejor en las plantas trans-
génicas. El contenido de sodio en las plantas
control se incrementé después del trata-
miento salino, mientras que permanecié
constante en las plantas transgénicas.

Se han descrito correlaciones positivas entre
los niveles de varias HSP y la tolerancia al
estrés (Wang et al., 2004). Zhou y colabora-
dores (2007) encontraron la induccion de
cinco genes homologos, inducidos por el
estrés salino en plantulas de tomate, con
funciones de chaperona, entre los cuales se
encontraban las HSP (U217418, U218323).
Por otro lado se ha estudiado ampliamente
el incremento en la expresién de HSP bajo
condiciones de estrés abidtico, a través de la
genémica funcional y la proteémica, en
diferentes especies de plantas (Kore-eda et
al., 2004).
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Poliaminas

Las poliaminas (PAs) son moléculas nitrogena-
das alifaticas presentes en todos los organis-
mos vivos y ubicuas en el reino vegetal (Mos-
chou et al., 2008). En los ultimos afos se han
recopilado numerosas evidencias respecto al
rol que estos compuestos juegan en la res-
puesta de las plantas al estrés biético y abiéti-
o, y respecto a su funcién como potenciales
compuestos antioxidantes. La diamina putres-
cina, la triamina espermidina y la tetraamina
espermina son las tres principales poliaminas
que se encuentran en los organismos vivos. A
pH fisiolégico se encuentran cargadas positi-
vamente y esta propiedad les permite interac-
tuar con macromoléculas que poseen carga
negativa, como el ADN, el ARN, proteinas y
fosfolipidos. De esta manera las PAs estan
implicadas en la regulacién de las propieda-
des fisicas y quimicas de la membrana, la
estructura de los acidos nucleicos y la modula-
cion de actividades enzimaticas, ademas de
ser reconocidas como esenciales en los proce-
sos de proliferacion y diferenciacion celular.
En las plantas, la putrescina se forma median-
te la decarboxilacion de la arginina o de la
ornitina, reaccién catalizada por la arginina
decarboxilasa (ADC) o por la ornitina descar-
boxilasa, respectivamnente (Liu et al., 2006).

La diamina putrescina y las poliaminas,
espermidina y espermina estan presentes
probablemente en todas las plantas, mien-
tras que la diamina cadaverina, aparece den-
tro de la familia Leguminossae. En condicio-
nes de salinidad y sequia, las poliaminas y las
actividades enzimaticas involucradas en su
sintesis se incrementan sustancialmente. Su
funcién en situaciones de estrés salino
pudieran ser, estabilizar el ADN mitocon-
drial y cloroplastico, estimulacién de la bio-
sintesis proteica y estabilizaciéon de bio-
membranas (Roy y Wu, 2000).

En los ultimos afios se ha utilizado la ingenie-
ria genética para incrementar la biosintesis de

varias poliaminas especificas, lo que ha posibi-
litado obtener plantas tolerantes al estrés sali-
no. El aumento en la expresion de la enzima
arginina descarboxilasa, induce un incremen-
to significativo en los niveles de putrescina 'y
pequeno incremento en los niveles de esper-
mina y espermidina (Vinocourt, 2005).

Kasubaba y colaboradores (2004) trabaja-
ron para sobreexpresar el ADNc de la enzi-
ma espermidina sintasa de Curcubita ficifo-
lia en Arabidopsis thaliana y obtuvieron
elevados niveles de espermidina y conse-
cuentemente un incremento en la toleran-
cia a varios tipos de estreses.

La acumulacién de putrescina durante el
estrés ambiental se correlaciona con el incre-
mento de la actividad de la enzima arginina
descarboxilasa en avena. Estudios con zana-
horia transgénica, que expresa la enzima
ornitin descaboxilasa (ODC) mostraron que
estas plantas fueron significativamente mas
tolerantes al estrés salino y a la sequia (Bon-
hert et al., 1995).

Las poliaminas han ganado importancia en
el escape de las plantulas de condiciones
adversas. Lin y Kao (1995) sefialaron un
incremento en los niveles de espermidina
en condiciones salinas, pero un bajo nivel
de putrescina en el tallo y las raices de plan-
tulas de arroz. La acumulacién de espermi-
dina espermina con el incremento de la acti-
vidad de la enzima ADC en plantulas de
arroz juega un papel especifico en la tole-
rancia a la salinidad.

Plantas transgénicas de arroz con el ADNc
de ADC, mostraron un incremento de la bio-
masa en condiciones de estrés salino, com-
parados con las plantas utilizadas como
control. Plantas de maiz sometidas a estrés
salino durante 8 dias incrementan su conte-
nido de putrescina y espermidina en sus rai-
ces y hojas, siendo el incremento en las
hojas mayor que el de las raices (Caldevia et
al., 1999).
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Sintesis de compuestos osmoprotectores

El ajuste osmoético mantiene el contenido
celular de agua cuando se presenta una
reduccién en el potencial osmético, como
consecuencia de la acumulacién de solutos
organicos en el citoplasma y en la vacuola
en situaciones de estrés por salinidad en el
suelo (Serraj y Sinclair, 2002). Los solutos
compatibles (osmolitos, citosolutos) son
metabolitos hidrofilicos, entre los que se
destacan azucares (sacarosa y fructosa),
aminoacidos (prolina y betaina), glicerol,
manitol y otros metabolitos de bajo peso
molecular (Chen y Murata, 2002; Pommerre-
nig et al., 2007). Los solutos compatibles no
interfieren con el metabolismo normal de
las células; se acumulan en el citoplasma y
en la vacuola en altas concentraciones bajo
condiciones de estrés osmético, tienen un
papel primario en el mantenimiento de la
disminucién del potencial osmético en el
citosol y estan involucrados en la estabili-
dad de proteinas y estructuras celulares
(Zhu, 2003; Bartels y Ramanjalu, 2005). En
general, son varios los efectos de los solutos
compatibles en las plantas: los azUcares, por
ejemplo, interactuan con las cabezas pola-
res de los fosfolipidos para prevenir la
fusion de la membrana (Chen y Murata,
2002); los aminoacidos, por su parte, pue-
den actuar como osmolitos en la regulacién
del transporte de iones y tienen efecto en la
sintesis y la actividad enzimatica (Ray, 2002).

En los siguientes epigrafes haremos referen-
cia individual a varios compuestos osmopro-
tectores y cdmo sus rutas metabdlicas, tanto
de sintesis como de degradacién, han sido
objeto de manipulacién a través de la inge-
nieria genética para la obtencién de plantas
tolerantes al estrés salino.

Prolina

La prolina es un aminodcido que constituye el
compuesto osmoprotector mas comdn que se

acumula en las plantas en respuesta al estrés
hidrico y a la salinidad (Chen et al., 2007).
Aunque la prolina puede sintetizarse a partir
del glutamato o la ornitina, el glutamato es el
principal precursor en la sintesis de la prolina,
en células osmoticamente estresadas (Hur et
al., 2004). La ruta biosintética de la prolina
incluye dos enzimas importantes: pirrolin car-
boxilato sintetasa (P5CS) y pirrolin carboxilato
reductasa (Parvaiz y Satyawati, 2008). Los
transcriptos correspondientes a los ADN com-
plementarios que codifican para estas enzi-
mas, se acumulan en la célula como respuesta
al tratamiento con NaCl. Ambos pasos cataliti-
cos son claves para el desarrollo de estrategias
para la aumentar la produccion de prolina en
determinadas plantas. Ademas, los interme-
diarios en la biosintesis y el catabolismo de la
prolina, tales como la glutamina y el pirrolin-
5-carboxilato, pudieran incrementar la expre-
sion de varios genes regulados osméticamente
en el arroz (lyer y Caplan, 1998).

La acumulacion de prolina se ha provocado
en diferentes especies de plantas incremen-
tando su sintesis o impidiendo su degrada-
cion, mediante la manipulacion de las enzi-
mas P5CS y prolina deshidrogenasa. La
sobreexpresion en tabaco del gen P5CS pro-
venientes de frijol mungo resulté en la acu-
mulaciéon de prolina 18 veces mas que las
plantas control, incrementando la produc-
cion de biomasa en condiciones de estrés
salino (Kishor et al., 1995)

La expresion del transgén de la enzima P5CS
de frijol, bajo el control de un promotor
inducible por el estrés, conduce a la sobre-
produccién inducida por estrés de la enzima
P5CS y la acumulacion de prolina en plantas
transgénicas de arroz. La segunda genera-
cion de plantas transgénicas mostraron un
incremento en la biomasa bajo estrés salino
(Zhu et al., 1998).

La transformacion genética de plantas de
Arabidopsis con la enzima prolina deshidro-
genasa antisentido (Mani et al., 2002) o
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“knockout" de esta enzima (Nanjo et al.,
2003), conllevd al incremento de la acumu-
lacion de la prolina libre y a un mejor creci-
miento bajo condiciones salinas. En trigo se
observa que la actividad de la enzima gluca-
nil kinasa (GK), y las concentraciones de
prolina y glicin betaina se incrementan
durante el estrés y tienen mayor actividad
en los brotes que en las raices (Nayyar,
2003). En plantas de maiz se observa un
incremento considerable en la acumulaciéon
de prolina; igualmente, se presenta un
incremento en la actividad de la enzima
prolina deshidrogenasa (PDH), tanto en
maiz como en trigo.

Glicin-betaina

La glicin betaina se sintetiza a partir de la
colina en dos pasos, el primero es catalizado
por la enzima colina monooxigenasa condu-
ciendo a la sintesis de aldehido de betaina,
el cual es posteriormente oxidado por la
enzima betain aldehido deshidrogenasa. El
estrés por salinidad induce ambas activida-
des enzimaticas (Sairam y Tyagi, 2004). Se ha
demostrado que la acumulacion de glicin
—betaina en células de un nimero de halofi-
tas y bacterias es una respuesta adapatativa
a la salinidad. La oxidacion de la colina a
aldehido de betaina es la ruta biosintética
predominante en los organismos producto-
res de betaina (Rhodes y Hanson, 1993). El
primer paso difiere entre varios organismos
acorde al tipo de enzima. Este paso es
catalizado por una flavoproteina-oxidasa
(COXEC1.1.3.17) en algunas bacterias y hon-
gos, por una monooxigenasa soluble depen-
diente de ferreodoxina (CMO) en los cloro-
plastos de plantas superiores, o por una
colina deshidrogenasa asociada a membrana
pobremente caracterizada (CDHEC1.1.99.1)
(Huang et al., 2000).

Se ha informado por Lilius y colaboradores
que plantas de tabaco transgénico con un

gen de E. Coli que codifica para la enzima
colina deshidrogenasa, fueron mas toleran-
tes a condiciones salinas que las plantas sin
modificar, la tolerancia se midié como dife-
rencia en el peso seco (Lilius et al., 1996). Li
y colaboradores (2003) clonaron el gen de la
enzima betaina aldehido deshidrogenasa
proveniente de Suaeda liaotungensis y lo
utilizaron para mejorar la tolerancia a la
salinidad en plantas transgénicas de tabaco.

Por otro lado se ha comprobado que existen
evidencias genéticas de que la glicin betaina
mejora la tolerancia a la salinidad en cebada
y en maiz (Arakawa, 1990). Lineas isogénicas
de cebada que contienen diferentes niveles
de glicin betaina, muestran diferentes capa-
cidades para el ajuste osmoético.

El gen cod A, aislado de la bacteria del suelo
Artrobacter globiformis, codifica la colina
oxigenasa. Esta enzima convierte la colina
en glicin betaina. La transformacién de
plantas de Arabidopsis thaliana con el gen
codA, posibilita que las plantas acumulen
glicin betaina y se incremente la tolerancia
al estrés salino (Hayashi et al.,, 1997). Las
semillas de estas plantas transgénicas son
capaces de germinar en 300 mM de NadCl,
mientras las semillas de tipo silvestre no
fueron capaces de germinar. Ademas las
plantas transgénicas mantienen la actividad
del fotosistema Il bajo estrés salino.

Plantas transgénicas de arroz que expresan
el gen codA, pero con la proteina codificada
directamente en los cloroplastos, son mas
tolerantes que las plantas transgénicas que
expresan la enzima en el citosol. Este resul-
tado sugiere que la funcion protectora de la
glicin betaina es mas eficiente cuando es
producida en el organelo fotosintético.

Otro paso en la sintesis de de glicin betaina
es catalizado por la enzima betain deshidro-
gensa (BADH). Plantas transgénicas de taba-
co que expresan el gen BADH acumularon
una mayor cantidad de glicin betaina en el



242 L. Chévez y L.M. Gonzalez ITEA (2009), Vol. 105 (4), 231-256

citosol y en los cloroplastos, exhibiendo un
incremento en la tolerancia al estrés salino
(Holmstrom et al., 2000). También mostraron
una disminucién de la fotoinhibicién duran-
te el estrés salino lo que causé un incremento
en el peso fresco relativo, en relacién del
fenotipo silvestre. Similares resultados de
obtuvieron en plantas transgénicas de taba-
co que sobreexpresan la enzima BADH de
espinaca, en lugar de la BADH de un organis-
mo procariota (Sakamoto et al., 1998).

Los niveles de glicin betaina en especies de la
familia Poaceae se correlacionan con la tole-
rancia a la salinidad. Los géneros altamente
tolerantes Spartina y Distichlis acumulan los
mayores niveles de glicin betaina, las espe-
cies moderadamente tolerantes acumularon
niveles intermedios y las especies sensibles
acumulan bajos niveles de glicin betaina o no
la sintetizan (Sairam y Tyagi, 2004).

Alcoholes- azucares

Manitol

El polialcohol manitol es una molécula que
puede actuar como osmoprector. Plantas de
tabaco transgénico transformadas con el gen
mtID de E. Coli, que codifica para la enzima
manitol-1-P deshidrogenasa, acumularon
manitol y mostraron un incremento en el cre-
cimiento de las plantas sometidas a estrés
salino, en comparacién con las plantas con-
trol (Tarczynski et al., 1993). Estudios poste-
riores revelaron que el incremento en el con-
tenido de manitol no fue suficiente para
explicar la tolerancia, basandose solamente
en el ajuste osmético por lo que se asigné a
esta molécula una posible funcién antioxi-
dante (Karakas et al., 1997). Plantas de Ara-
bidopsis transformadas con el mismo gen,
fueron capaces de germinar en presencia de
una concentracion inhibitoria de sales. Sin
embargo, a diferencia de las plantas de taba-
co transformadas, las plantas de Arabidopsis
no toleraron el estrés salino prolongado.

Otros investigadores obtuvieron tres lineas
trasgénicas de arroz con el mencionado gen
mtID y demostraron que la biosintesis y la
acumulacién de manitol en plantas se correla-
ciona con la tolerancia al estrés salino de las
mismas (Su et al., 1999). Plantas de trigo trans-
génico con este gen fueron mas tolerantes al
estrés por sequia y por salinidad (Abebe et al.,
2003). Las plantas transformadas mostraron
un incremento en la biomasa altura de la plan-
ta y nimero de tallos secundarios. Sin embar-
go la cantidad de manitol acumulado fue muy
pequeiia para tener en cuenta su efecto como
osmolito y se sugiere que pudiera actuar como
desactivador de radicales libres, aunque tam-
bién pudiera actuar como protectores y estabi-
lizadores de enzimas, o estructuras de mem-
branas que son sensibles a deshidratacion o
dafos inducidos por el exceso de algunos
iones (Parvaiz y Satyawati, 2008).

Sorbitol

Este azlcar alcohol de glucosa se encuentra
en una variedad de especies, usualmente
como constituyente de la semilla. La acumula-
cion de sorbitol se ha reportado en muchas
plantas de cultivo (Kuo et al., 1990). En el
género Rosaceae, su funcion es servir como
carbohidrato de translocacién. En la planta
halotolerante Plantago maritima se ha
encontrado en partes vegetativas (Pomme-
ring, 2007). En esta planta el incremento de
la salinidad de 0 a 400molm3 conlleva a un
incremento de 8 veces la concentracion de
sorbitol en los tejidos del tallo y de 100
veces en los tejidos de la raiz. La acumula-
cion de sorbitol en esta planta tiene funcion
osmorreguladora y su acumulacién en semi-
llas sugiere que puede contribuir a la tole-
rancia a la desecacién del embrién maduro.

Pinitol-ononitol

Los alcoholes ciclicos pinitol y ononitol se
almacenan en una variedad de especies
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expuestas a condiciones salinas, o acumula-
das en especies tolerantes cuando se expo-
nen a un ambiente salino. Plantas haléfitas
facultativas tales como M crystallinum, acu-
mulan estos compuestos solamente cuando
se someten a estrés hidrico y salino. La ruta
sintética propuesta consiste en la metilacién
del mioinositol para obtener el intermedia-
rio ononitol, seguido d la epimerizacién a
pinitol (Sairam y Tyagi, 2004). Se aisl6 un
ADN complementario que codifica para la
enzima inositol-metil- transferasa, inducida
en plantas de Mesembryanthemum por el
NaCl (Vernon et al., 1992). Se obtuvieron
plantas transgénicas de tabaco que expre-
san esta enzima. El crecimiento de las plan-
tas transformadas y sin transformar es simi-
lar en ausencia de estrés, pero en presencia
de condiciones salinas las plantas trangéni-
cas mostraron ventajas con respecto a las
plantas control.

Trealosa

El metabolismo del carbono y los niveles de
azucares especificos se afectan severamente
por el estrés abidtico. La trealosa es un disa-
darido no reductor presente en muchas bac-
terias y hongos, asi como en muchas plantas
superiores tolerantes al estrés hidrico. Las
funciones que se sugieren para la trealosa
son proteger las membranas y proteinas de
las células expuestas al estrés hidrico y redu-
cir la agregacion de proteinas desnaturali-
zadas (Parvaiz y Satyawati, 2008).

Pequefios aumentos en los niveles de trea-
losa en plantas transgénicas conllevan a una
mayor tasa fotosintética y a una disminu-
cion del dafo fotooxidativo durante el
estrés. Se supone que la trehalosa protege
las biomoléculas del estrés salino y otros
tipos de estrés ambientales, por su capaci-
dad reversible de absorcion de agua y evitar
los dafos producidos por la desecacién
(Pena, 2003).

Plantas que expresan enzimas relacionadas
con la sintesis de la trealosa (ots A) mostra-
ron un incremento en la tolerancia a la sali-
nidad (Pilon-Smith et al., 1998). El gen de
levadura que codifica la enzima trehalosa-6-
P-sintetasa introducido en tabaco y melén
mejora la tolerancia al estrés salino, medida
como el aumento del crecimiento de la
planta. Sin embargo los autores observaron
muchos efectos pleiotrépicos en estas plan-
tas transgénicas, lo que sugiere que esta
molécula estd involucrada en otros procesos
fisiologicos de la planta (Borsani, 2003).

Mecanismos de defensa frente al estrés
oxidativo

La salinidad como causa del estrés
oxidativo

Un efecto secundario de la salinidad es la
formacién de especies reactivas del oxigeno
o radicales libres (Koprivova et al., 2008).
Durante la fase luminosa de la fotosintesis
se genera oxigeno molecular. Factores abi6-
ticos estresantes que inhiben las funciones
del ciclo de Calvin (como la fijacion de CO2y
el consumo de NADPH2) agravan la situa-
cion. El estrés salino induce el cierre de los
estomas, limitando la disponibilidad de CO2
en la célula (Sirichandra et al., 2009) mien-
tras que al mismo tiempo prosigue el trans-
porte electrénico provocado por la luz. La
absorcién de luz por las hojas excede enton-
ces la demanda de la fotosintesis, y el exce-
so de energia de excitacion conduce a una
sobrereduccién de la cadena de transporte
electrénico. En términos moleculares, un
desbalance en el consumo del NADPH2, en
la asimilacién (durante la fijacion del carbo-
no) y la necesidad de la cadena de transpor-
te electrénico de regenerar el aceptor elec-
tréonico en el fotosistema | (NADP), puede
conducir a la transferencia del electréon a
aceptores alternativos. La formaciéon de
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especies reactivas del oxigeno se inicia
entonces por la reducciéon univalente del
oxigeno, o por la transferencia del exceso
de energia de excitacion al oxigeno. La
transferencia de electrones (uno, dos o tres)
conduce a la generacién del radical superoé-
xido, peréxido de hidrogeno, o al radical
hidroxilo, respectivamente (Mittler, 2002).

En resumen podemos plantear que la secuen-
cia mas probable de eventos que ocurren
con el incremento de la salinidad es: déficit
fisiolégico de agua, cierre de los estomas
regulados por el ABA, baja disponibilidad
de CO2, sobrerreducciéon de la cadena de
transporte electrénico y finalmente la gene-
racion de radicales libres. Esta condicion lla-
mada estrés fotooxidativo o estrés oxidati-
vo, es también un término subrayado en la
respuesta de las plantas a otros tipos de
estrés como la sequia, temperaturas extre-
mas y exceso de luz (Jithesh et al., 2006).

Después del tratamiento estresante con NaCl
ocurre el estrés oxidativo en muchas especies
de plantas (del Rio, 2006). Se ha sefalado el
papel importante del radical superéxido y el
peroxido de hidrégeno en los dafios que
sufre la planta sometida a estrés salino, en
Vigna unguiculata, Vigna catjand y Oryza
sativa. Otros estudios han establecido la rela-
cion entre el incremento de la capacidad
antioxidante y la tolerancia a la salinidad en
diferentes especies tales como chicharo,
tomate y citricos (Jithesh et al., 2006). Todos
estos estudios confirman que en plantas
sometidas a estrés salino existe un desbalan-
ce entre la produccion de especies reactivas
del oxigeno y la actividad antioxidante, con-
duciendo a un dafo por estrés oxidativo.

Mecanismos de defensa de las plantas
frente al estrés oxidativo

Las especies reactivas del oxigeno en ausen-
cia de mecanismos protectores pueden cau-

sar dafos serios en diferentes estructuras y
funciones celulares (Del Rio, 2006). El radi-
cal hidroxilo es un radical libre altamente
téxico, capaz de iniciar la peroxidacion lipi-
dica y dafiar el ADN, las proteinas y otras
moléculas pequefias (Liu et al., 2008). Las
plantas por tanto deben ser protegidas ade-
cuadamente por un numero de mecanismos
antioxidantes para eliminar los radicales
libres. Las vias de la planta para enfrentar el
estrés oxidativo comprenden dos compo-
nentes, los enzimaticos y los no enzimaticos
(Dastidar et al., 2006).

Los componentes no enzimaticos son antio-
xidantes tales como el tocoferol (Liu et al.,
2008), carotenoides, ascorbato y glutation,
que son moléculas scavengers o desactiva-
dores de radicales libres (Hung et al., 2005).
Los componentes enzimaticos comprenden
enzimas tales como: superéxido dismutasa
(SOD), catalasa, ascorbato peroxidasa (APX)
(Gulen et al., 2008), monohidroascorbato
reductasa (MHAR) y glutation reductasa
(GR) (Stafandiari et al., 2007).

Varios grupos de trabajo han desarrollado
plantas transgénicas, que sobreexpresan
genes relacionados con la respuesta al estrés
oxidativo, y en muchos casos se ha logrado
corroborar la correspondencia entre la tole-
rancia a la salinidad y los niveles de com-
puestos antioxidantes (Kellos et al., 2008).
Tanaka y colaboradores examinaron el papel
potencial de la enzima SOD en la proteccion
contra el estrés salino. En presencia de altas
concentraciones de sal, las plantas transgéni-
cas tuvieron una elevada actividad APX, alre-
dedor de 1.5 veces mayor que las plantas
control. La actividad SOD total se mantuvo a
niveles elevados. Se encontré que la activi-
dad del fotosistema Il y el transporte electro-
nico en los cloroplastos, fueron mayores en
las plantas transgénicas bajo estrés salino
comparados con las plantas nativas. Estos
resultados sugieren que un incremento en
los niveles de APXy SOD, son factores impor-
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tantes para la tolerancia a la salinidad en
arroz (Tanaka et al., 1999).

Se han obtenido plantas transgénicas de
tabaco que sobreexpresan la enzima gluta-
tion-S-transferasa (GST) y glutation peroxi-
dasa (GRX). Las plantas transformadas mos-
traron las actividades especificas de GST y
GPX dos veces mayor que las plantas sin
transformar. No obstante el incremento en
el pool de glutatién oxidado, las plantulas
transgénicas exhiben un incremento de su
tolerancia a la salinidad (Roxas et al., 1997).
Se habia reportado previamente que la
sobreexpresion de la enzima GR en plantas
transgénicas conduce a elevados niveles de
glutatién reducido, incrementando la tole-
rancia a la salinidad y al estrés oxidativo en
hojas (Fayer et al., 1991). Por tanto podemos
plantear que la influencia del estado oxida-
tivo del glutatién en la tolerancia al estrés
salino en plantas aun no esta determinada.

Una estrategia alternativa para eliminar el
dafio oxidativo bajo estrés salino podria ser
suprimir la producciéon de especies reactivas
del oxigeno. Aunque el papel de la fotorres-
piracion en condiciones de estrés es todavia
muy controversial, pudiera funcionar como
una posible ruta de disipacion del exceso de
energia luminosa (Osmond y Grace, 1995).
Numerosos estudios sugieren que el paso
limitante en la fotorrespiracién es la reasi-
milacién del amonio catalizada por la enzi-
ma glutamin-sintetasa cloroplastica GS2
(Wallsgrove et al, 1987). Cuando las plantas
de arroz se transformaron con la GS2 (Has-
hida et al., 2000) acumularon 1.5 veces mas
GS2 que las plantas control. Estas plantas
transgénicas tienen aumentada su capaci-
dad para realizar la fotorrespiraciéon y un
incremento en la tolerancia al estrés salino.

El incremento en las actividades de las enzi-
mas SOD, APX, CAT y GR en condiciones de
salinidad y de otros tipos de estrés abidtico,
y su comparativamente mayor actividad en

genotipos tolerantes de trigo se ha reporta-
do por Sairam y colaboradores (Sairam et al,
1997). El incremento de la actividad de SOD,
APX, GR, DHAR, CAT y POX en respuesta al
estrés salino, asi como su mayor actividad
antioxidante en especies y variedades tole-
rantes se ha reportado por varios investiga-
dores, (Roxas et al., 2000).

Sairam y Srisvastava 2002, reportaron com-
parativamente mayores actividades de las
enzimas Cu/Zn SOD, Fe-SOD, APXy GR en la
fraccion cloroplastica y la activiodad Mn-
SOD en la fraccién mitocondrial, en genoti-
pos tolerantes de trigo, en respuesta al
estrés salino. Otros investigadores reporta-
ron un incremento producido por el Nacl, la
expresion de ARNm y en la actividad de las
enzimas Mn-SOD, APX, DHAR y GR, en chi-
charo cultivar Granada, mientras que en el
cultivar sensible Chillis, no se observaron
cambios significativos en los niveles de
ARNmM ni en la actividad de las enzimas estu-
diadas (Hernandez et al., 2000).

Muy pocos trabajos se han hecho en el des-
arrollo de plantas transgénicas que sobreex-
presen actividad enzimatica antioxidante
bajo estrés salino (Sairam y Tyagi, 2004).
Roxas y colaboradores reportan la sobreex-
presion en tabaco de la enzima glutation-S-
transferasa y GPX sometidas a una variedad
de estreses. El tratamiento con estrés salino
inhibe el crecimiento del genotipo silvestre y
causé un incremento en la peroxidacion lipi-
dica, mientras que en las plantas transforma-
das no ocurrié peroxidacion lipidica (Roxas et
al., 2000). Estudios con arroz transgénico que
sobreexpresa la enzima SOD proveniente de
levadura mostraron un incremento en los
niveles de ascorbato peroxidasa y SOD cloro-
plastica en las plantas transformadas compa-
radas con el genotipo silvestre, mostrando a
su vez mayor tolerancia a la salinidad.

Otros investigadores han estudiado el papel
del sistema de la glioxalasa en la tolerancia
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al estrés. El sistema de la glioxalasa es ubicuo
en la naturaleza y consiste en dos enzimas,
la glioxalasa I y I, que actuan coordinada-
mente para convertir el 2-oxoaldehido en 2-
hidroxiacido, utilizando el glutatéon reduci-
do. Su funcién primaria parece ser, eliminar
el metilglioxal, sustrato primario de la glio-
xalasa I, un compuesto téxico conocido que
disminuye el crecimiento y reacciona con el
ADN vy las proteinas. Plantas de tabaco se
transformaron con ADN complementario de
Gly | proveniente de Brassica Juncea. Las
plantas transgénicas mostraron significativa
tolerancia al estrés salino, lo que se correla-
ciono con el grado de expresién de Gly I. La
induccién del gen de la glioxalasa | en res-
puesta al estrés salino y estrés osmoético,
también se observé en tomate (Espartero et
al., 1995). Plantas transgénicas que sobreex-
presan la glioxalasa mostraron un incre-
mento en la tolerancia a la salinidad.

Papel del ABA en la tolerancia al estrés
salino

ABA y la sefalizacion del estrés abidtico

El ABA fue descubierto en la década de
1960, en frutos jovenes de algodon, inicial-
mente con el nombre de abscisina. Desde
entonces esta hormona se ha encontrado
en gran numero de especies de plantas. Las
funciones del ABA mas documentadas son:
intervenir en los procesos de maduracion de
la semilla (Feurtado y Kermode, 2007),
adquisicion de tolerancia a la desecacion,
dormancia de la semilla y retardo en su ger-
minacién, asi como promover el cierre de
los estomas. El ABA, en realidad, ayuda a las
semillas a sobrepasar las condiciones de
estrés y germinar solamente cuando las con-
diciones son propicias para la germinaciény
el crecimiento (Himmelbach et al., 2003). El
ABA también impide la germinacién precoz
de embriones prematuros.

Durante el crecimiento vegetativo el ABA es
la principal hormona que confiere toleran-
cia al estés abiético, fundamentalmente a la
salinidad y la sequia (Mahajan y Tuteja,
2005; Rosado et al., 2006). El cierre estoma-
tico, promovido por el ABA, en condiciones
de sequia, previene la pérdida de agua del
interior de la célula y por tanto el ABA es
Ilamada la hormona del estrés.

Los procesos que activan la sintesis de ABA'y
la inhibicién de su degradacion conllevan a
la acumulacion de ABA. Muchos genes invo-
lucrados en la biosintesis del ABA se han
clonado, los cuales incluyen la zeazantina
epoxidasa, conocido como ABA1 en Arabi-
dopsis (Mari et al., 1996), 9-cis-epoxicarote-
noide dioxigenasa (NCED) (Tan et al., 1997),
ABA aldehido oxidasa y ABA3 conocido
como LOS 5 (Xiong et al., 2001). La ruta bio-
sintética de esta hormona ha sido completa-
mente dilucidada con la identificacién del
gen ABA4 que codifica para la enzima neo-
xanthina sintasa, que parece esencial para
la biosintesis de novo del ABA durante el
estrés hidrico (North et al., 2007).

Se sabe que la salinidad, asi como la sequia
y el frio causan un incremento en la biosin-
tesis y acumulacion del ABA, activando
genes que codifican para las enzimas que
participan en la biosintesis del ABA, las cua-
les pueden ser catabolizadas al terminar el
estrés. Muchos genes de respuesta al estrés
son activados por el ABA, y este a su vez
puede estimular la retroalimentacién de los
genes de su propia biosintesis, aunque pro-
bablemente a través de fosfoproteinas
dependientes de calcio (Rodriguez, 2005).

Desde el punto de vista de la tolerancia a la
salinidad y otros tipos de estrés la funcion
del ABA, parece ser la regulacién del balan-
ce hidrico en la planta y la tolerancia al
estrés osmotico.

Por otro lado numerosos experimentos indi-
can que existen vias dependientes e inde-
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pendientes de ABA para la induccién de los
genes relacionados con el estrés abidtico
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
La expresion inducida de ABA frecuente-
mente depende de la presencia de elemen-
tos que actuan en cis llamados ABRE, a los
cuales se unen factores de transcripcion
bZIP conocido como proteinas que unen
ABRE (AREB) o factores AREB (Wasilewska,
et al., 2008). Analisis genéticos muestran
que no esta clara la linea divisoria entre las
vias dependiente e independiente de ABA.

La aplicacién del ABA a las plantas imita el
efecto de una condicion de estrés. Como
muchos tipos de estrés abidtico conducen en
Ultima instancia a la desecacion de la célula'y
a un desbalance osmético, existe un solapa-
miento entre los patrones de expresién de los
genes del estrés después del frio, la sequia, la
salinidad y la aplicacion del ABA. Esto tam-
bién sugiere que varias sefales del estrés y el
ABA comparten elementos comunes en sus
vias de sefalizacién, y estos elementos comu-
nes se entrelazan unos con otros para mante-
ner la homeostasis (Leung y Giraudat, 1998).

Se han reportado estudios con numerosos
mutantes de Arabidopsis deficientes de
ABA, nombrados aba1, aba2, aba3 (Koorn-
neef et al.,1998) y aba4 (North, 2007). Tam-
bién se han informado mutantes deficientes
de ABA en especies como el tabaco, tomate
y maiz (Liotenberg et al., 1999). Sin el trata-
miento estresante, el crecimiento de estos
mutantes es comparable con el fenotipo sil-
vestre. Bajo estrés salino los mutantes mues-
tran pobre crecimiento (Xiong et al., 2001).
Los mutantes sometidos a estrés por sequia
se marchitan rdpidamente y mueren si el
estrés persiste. Mientras que bajo estrés sali-
no los mutantes deficientes de ABA mues-
tran pobre crecimiento.

Los mutantes abi1 y abi2 de Arabidopsis son
dominantes y mostraron insensibilidad al
ABA exdgeno durante la germinacién. Estos

mutantes también exhiben mal funciona-
miento de los estomas. Los genes ABI1y ABI2
codifican las enzimas homologas serina/treo-
nina protein fosfatasa 2C (Xiong y Zhu, 2001)
y pueden tener funciones solapadas.

El papel del ABA en la tolerancia al estrés
osmotico es bien conocido (Rock et al., 2000;
Zhu, 2002) y también existen varias eviden-
cias del papel del ABA en el control de la
homeostasis idnica. Por ejemplo, el conteni-
do de ABA se incrementé ligeramente sola-
mente en las hojas de los cultivares de arroz
tolerantes al salinidad versus los cultivares
sensibles. Este incremento en el contenido
de ABA se acompafiid por una mejor razén
K/Na (Bhora et al., 1995). También el trans-
porte y la acumulacion de K en raices de
plantas superiores esta regulado por el
ABA. Otros resultados indican que la activi-
dad de los canales de K, regulada por el
ABA en raices de maiz y Arabidpsis, que la
regulacion de K en las raices es, al menos en
parte, mediada por el canal iénico.

Muchas plantas responden a los altos niveles
salinos secuestrando iones dentro de la
vacuola. Este proceso esta mediado por un
antiporte vacuolar Na/H que utiliza el gra-
diente proténico para concentrar iones en
contra de su gradiente (Verma et al., 2007).
Una caracterizacion de cinco antiportes de
Na/H, mostré que dos transcriptos de ellos,
AtNHX1 y AtNHX2, se acumulan en respues-
ta al ABA. Sin embargo esta acumulacién no
ocurre en mutantes aba1-2 indicando que la
respuesta al estrés de estos genes depende
del ABA (Yokoi et al., 2002). Se han aislado
numerosos ADN complementarios que codi-
fican para bombas idnicas de membranas
tales como ATPasas y V-ATPasa. La acumula-
cion de estos transcriptos se provoca debido
a la salinidad, alguno de ellos siendo regula-
dos por el ABA (Tsiantis et al., 1996). También
es importante para la homeostasis idnica el
incremento del Ca** citoplasmatico libre que
es inducido por el ABA, un evento regulado
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por la ADP ribosa ciclica (Wu et al., 1997). La
identificacion de ARNm inducidos por el
estrés o por el ABA, que codifican una prote-
ina de membrana que se une al calcio (Fran-
sen et al., 1996) y una fosfolipasa C especifica
para el fosfatidilinositol en A. thaliana (Hira-
yama et al., 1995), respectivamente, propor-
cione evidencia indirecta de la participacion
del calcio en la sefalizacion del ABA en teji-
dos vegetativos. El aislamiento del gen
RD20, una proteina que une el calcio que
estd inducida por el ABA y el estrés salino,
sugiere una relacion entre el estrés salino, el
ABA 'y las vias sefalizadoras del calcio.

Como hemos dicho en capitulos anteriores,
los genes que codifican enzimas involucra-
das en la biosintesis de prolina, glicin betai-
na y el el pinito/ononitol, se expresan en
varias especies de plantas como respuesta al
estrés salino. El gen P5CS, involucrado en la
biosintesis de la prolina a partir del gluta-
mato, se acumula en Oryza sativa y A. tha-
liana en respuesta al estrés salino y al ABA
(Sairam y Tyagi, 2004).

Algunos de los genes encargados de la res-
puesta a la salinidad son aquellos que codi-
fican proteinas involucradas en la regula-
cion de otros genes de respuesta a la
salinidad. Los genes reguladores son en su
mayoria factores de transcripcion y protei-
nas quinasas. En Arabidopsis thaliana, la
expresion del gen del receptor semejante a
proteina quinasa se induce en respuesta a la
salinidad y al ABA (Mahajan y Tuteja, 2005).

Otro gen que codifica la fosfolipasa C espe-
cifica del fosfatidil inositol, se expresa en
respuesta a la salinidad y a la sequia. Esta
enzima hidroliza el fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato, para producir inositol 1,4,5- tri-
fosfato (IP3) y 1,2- diacilglicerol. EI IP3 abre
los canales de Ca®* en la membrana del reticu-
lo endoplasmatico, causando el eflujo de
este cation hacia el citoplasma. Este gen

también se expresa en presencia del ABA
(Mahajan y Tuteja, 2005).

El IP3 tiene una funcién crucial en las oscila-
ciones citosolicas del Ca%* durante la sefali-
zaciéon del ABA y el estrés salino. Los andlisis
de expresion transiente revelaron que el IP3
y los canales de Ca?*, activados por la ADP
ribosa ciclica, participan en las oscilaciones
citosolicas del Ca?* mediadas por el ABA.
Esta hormona induce la expresion y activi-
dad de la enzima ADP ribosil ciclasa, la cual
sintetiza la ADPIC. Se ha demostrado ade-
mas, la relaciéon de una proteina G hetero-
trimérica, en la transduccion de la sefial del
ABA durante la regulacion de las células
acompafantes (Chinnusamy et al., 2005)

El andlisis genético de los mutantes deficien-
tes de ABA los5/ aba3 y los6/abal de Arabi-
dopsis mostré que el ABA juega un papel
central en la expresién de genes regulados
por el estrés osmético (Xiong, 2001). La
expresion de los genes de respuesta al estrés
tales como RD29A, RD22, COR15A, COR47 y
P5CS se redujo severamente o se bloqued
completamente en el mutante los5; mien-
tras que en los6, la expresion de RD29A,
RD19, COR15A, COR47, KIN1 y ADH, fue
menor que en el fenotipo silvestre. Por tanto
se plantea que la via dependiente de ABA
tiene una funcién esencial en la expresién
de los genes de respuesta al estrés osmatico.

Consideraciones finales

La aplicacion de la ingenieria genética en el
mejoramiento de los cultivos para su tole-
rancia a la salinidad es decisiva para la pro-
ducciéon de alimentos y la seguridad alimen-
taria de la humanidad. Sin embargo el
progreso obtenido en este sentido ha sido
limitado, por la carencia de un conocimiento
completo de las bases moleculares de la
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tolerancia y la poca disponibilidad de genes
que confieren tolerancia al estrés.

Aunque el progreso en el mejoramiento de
la especies cultivadas para su tolerancia al
estrés salino ha sido lento, existen razones
considerables para el optimismo. Estas
incluyen el desarrollo reciente en el area de
la biologia molecular vegetal, especifica-
mente el desarrollo de marcadores molecu-
lares (Owuso, 2008), el secuenciamiento de
genomas completos de plantas modelo
tales como Arabidopsis, la disponibilidad de
herramientas para la aplicacion de la gené-
tica reversa, que ofrecen soluciones a las
complejas interrogantes que plantea la
tolerancia de las plantas al estrés salino
(Hussain, 2008).

Desafortunadamente, a pesar de los gran-
des avances alcanzados, aun permanecen
muchas interrogantes por responder, en
relacién con la respuesta de la planta frente
a la salinidad, por lo cual se impone conti-
nuar los esfuerzos encaminados a lograr
mayores progresos en la compresion de
estos fendbmenos, como una via para la
obtencién de plantas tolerantes y lograr la
disminucion de los perjudiciales efectos que
la salinidad provoca en la produccién agri-
cola internacional.
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Resumen

Cuantificar la evacuacion de contaminantes agrarios a través del agua drenaje en zonas regadas permi-
te asignar esa pérdida a la superficie de regadio de la que proviene. Ello resulta imprescindible para la
aplicacion de una legislacion basada en maximos permisibles de masas de contaminantes exportados
Como continuacién a la evaluacién del aprovechamiento del agua, esta segunda parte del estudio
pretende evaluar la contaminacion inducida por las 59.200 ha regadas de Bardenas incluidas en la
cuenca del Arba.

Para ello, se ejecutaron balances de masas (sales y nitrato) asignando valores de concentracién a cada
uno de los componentes del balance hidrico en el periodo 2004-2007. Asimismo, se analizé la evolu-
cién de indices de contaminacion por sales (ICS) y nitrato (ICN) que corrigen la masa de contaminantes
exportada por la salinidad y necesidades de fertilizacion del regadio estudiado.

Los ICS e ICN disminuyeron de 2004 a 2007 un 15% y un 23% respectivamente, situdndose por efecto
de la reutilizacién del agua de drenaje, en valores un 60% inferior a los obtenidos en pequefas cuen-
cas del mismo regadio. EI ICS fue similar al de modernos regadios bien gestionados aunque el ICN fue
un 24% superior.

Los resultados indicaron escasas posibilidades de disminuir mas la contaminacién por sales pero una
necesidad de adecuar el manejo combinado del riego y fertilizacion de tal forma que se minimice la
contaminacioén por nitratos, algo que en Bardenas no es facil de conseguir por la presencia mayorita-
ria de suelos inadecuados para el riego por inundaciéon que no permite un control suficiente de las
fechas-dosis de agua y nitrégeno a aplicar.

Palabras clave: Vigilancia agroambiental, regadio, indices, contaminacion, agua.

Summary

Salts and nitrates exported in the Bardenas drainage

The loss of agricultural pollutants through drainage can be related to the irrigated land of the hydro-
logical basin and therefore it is possible to establish a legislation based on maximum allowed values of
pollutant exported loads.

As a continuation of the evaluation of water use, this second part of the study evaluates the contam-
ination induced by the 59.200 ha of irrigated land in the Bardenas irrigation district, which belongs to
the Arba basin.

Mass balances (salt and nitrate) were accomplished, assigning concentration values to each one of the
water balance components in the period 2004-2007. The Salt Contamination Index (ICS) and the
Nitrate Contamination Index (ICN) were analyzed; these indices correct the unitary mass of pollutants
exported by the salinity and fertilization needs of the studied irrigated land.

The ICS and ICN decreased, respectively, 15% and 23% from 2004 to 2007, as an effect of the drainage
water reuse, these indices presented values 60% lower than the ones obtained in small basins of the
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same Irrigation District. The ICS values were similar to the new irrigation lands with good manage-

ment, but the ICN values were 24% higher.

The results showed little possibilities to reduce the salt contamination as well as the necessity to ade-
quate the combination of irrigation and fertilization management, as a way to minimize the nitrates
pollution. This will not be easy to achieve in Bardenas because of the presence of inadequate soils for
flood irrigation, which does not allow sufficient control of the application of water and nitrogen.

Key words: Agro-environmental monitoring, irrigation, indices, pollution, water.

Introduccion

Una agricultura de regadio sostenible exige,
entre otras cosas, que las sales no queden
acumuladas en los suelos impidiendo el des-
arrollo normal de los cultivos, por lo que es
necesaria su evacuacion produciendo un
incremento en la salinidad de los sistemas
receptores (rios y acuiferos).

Los cambios que sufre el agua en la composi-
cién quimica por su evapoconcentracion y la
disolucién de sales presentes en el suelo, pue-
den llegar a ser tan importantes como para
no permitir su uso posterior en otras activida-
des agrarias, industriales, urbanas o ecoloégi-
cas (Jiménez y Lamo de Espinosa, 1998).

La Agencia Estadounidense de Proteccién
del Medioambiente identifica a la agricultu-
ra como la principal fuente de contamina-
cion de las aguas (www.epa.gov). Mencion
especial merece la contaminacién inducida
por nitratos de origen agrario ya que la
Organizacion Mundial de la Salud identifica
como un problema muy importante la pre-
sencia de nitratos derivados de la fertiliza-
cién nitrogenada en las aguas superficiales
y subterraneas (OMS, 2004).

La necesidad de producir mayores cantida-
des de alimentos fomenté la aplicacién de
fertilizantes minerales nitrogenados para
aumentar las cosechas hasta alcanzar los
rendimientos deseados (Betran, 2006). Pero
las altas tasas de nitrato en rios o mares tam-
bién esta causando graves efectos medioam-

bientales, provocando la aparicién de zonas
anoxicas y la eutrofizacién de los medios
acuaticos, como se evidencia en las costas de
los Estados Unidos (Scavia y Bricker, 2006) o
China (Wang, 2006).

Asi pues, la contaminacion de los ecosistemas
acuaticos receptores de retornos de riego es
un problema creciente en muchos paises ante
la implantacion de mayores areas destinadas
a la agricultura de regadio (FAO, 2002).

La legislacion europea actual en materia de
aguas tan solo hace referencia a niveles de
contaminacion basados en concentracién de
contaminantes (EU, 1998) y no en la masa
exportada a través del drenaje, que es verda-
deramente el parametro que se debe contro-
lar para minimizar las afecciones medioam-
bientales negativas hacia los ecosistemas
acuaticos que se desee proteger. Este vacio
legal esta justificado en parte, por la particu-
laridad que entrafia el caracter difuso de la
contaminacion inducida por el regadio, y por
tanto, por su dificultad para cuantificarla y
atribuirla a un determinado territorio. Sin
embargo, una vez comprobado el adecuado
cierre del balance hidrico de una cuenca
hidrolégica que confirme la consideracion de
todos los componentes y su correcta medi-
Cién, la pérdida de contaminantes agrarios a
través de su drenaje puede ser asignada al
regadio incluido en dicha cuenca y con ello,
aplicar una legislacién basada en maximos
permisibles de masas de contaminantes
exportados en relacion con las caracteristicas
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particulares de cada regadio (clima, geologia
y agronomia).

El seguimiento de cuencas hidrolégicas de
regadio se ha aplicado con éxito en peque-
fas cuencas del valle del Ebro donde los
principales problemas de contaminacién
agraria son los derivados de la salinizacién y
elevada concentraciéon de nitrato en las
aguas (Causapé et al., 2006). Las masas de
sales exportadas por los regadios del Ebro
son ampliamente variables oscilando entre
las 4 t/ha-afo en suelos no salinos de zonas
como Bardenas | (Causapé et al., 2004) y las
20 t/ha-afo en los suelos con abundante
yeso y regados por inundacién en Mone-
gros | (Isidoro et al., 2006a).

En cuanto al nitrato, la masa exportada por
los regadios del Ebro oscila entre los
30 kg N-NO;7ha-aho (Cavero et al., 2003) en
zonas con alta eficiencia del riego y de apli-
cacion de fertilizantes nitrogenados y los
casi 200 kg N-NO;7ha-afio (Causapé et al.,
2004) en casos contrarios, pudiendo desper-
diciarse hasta la mitad del fertilizante nitro-
genado aplicado.

Como continuacién a la evaluacién del
aprovechamiento del agua en Bardenas
(Causapé et al., 2009), esta segunda parte
pretende: i) cuantificar la masa de contami-
nantes agrarios (sales y nitrato) exportados
por los regadios de Bardenas incluidos en la
cuenca del Arba (59.200 ha); ii) analizar los
factores mas influyentes sobre la masa de
contaminantes exportada y iii) evaluar la
contaminacién inducida por el regadio.

Metodologia

Tanto la descripcion del area de estudio
como el desarrollo de los balances de agua
previos a esta segunda parte se presentan
en la primera parte del trabajo (Causapé et
al., 2009).
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En esta segunda parte, se continu6 el estu-
dio mediante la ejecucion de balances de
masas de los principales contaminantes de
origen agrario de la cuenca del Ebro. Con la
ayuda de la aplicacion informatica EMR
(Evaluador agroambiental de Regadios;
Causapé, 2008) se asignaron valores de con-
centracion de sales y nitrato a cada uno de
los componentes del balance hidrico (2004-
2007), excepto a la evapotranspiraciéon y a
las pérdidas por evaporacién y arrastre por
el viento del riego por aspersion que se con-
sideraron libres de contaminantes. El pro-
ducto entre concentraciones y voliumenes
de agua otorgd la masa de sales y nitrato
para cada componente del balance.

La diferencia entre las entradas (E: P-Precipi-
tacion, R-Riego, EL-agua destinada a gene-
rar electricidad y posteriormente vertida al
Arba sin uso para riego, AP-abastecimiento
a pequenas poblaciones, DP-vertido de la
depuradora, agua por los rios RI-Riguel, AL-
Arba de Luesia, AB-Arba de Biel y RS-Resto
del secano) y salidas (S: AT-Arba en Tauste,
AC-Acequias laterales, SB-Flujos subterrane-
os) se atribuyeron al resultado de los compo-
nentes no tenidos en cuenta y a los errores
asociados al balance. Asi pues, los balances
de masas estuvieron descritos por la siguien-
te ecuacion:

(P+R+EL+AP+DP+RI+AL+AB+RS) —

- (AT+AC+SB) = E-S [Ec.1]

La masa de sales (D) y nitrato (D,) exporta-
da a través del drenaje propio del sistema se
calculé como:

DS/N = (AT+AC+SB) -
— (EL+AP+DP+RI+AL+AB+RS) [Ec. 2]

La conductividad eléctrica a 25° (CE) y la
concentracion de nitrato ([NO;]) de P fue
estimada mensualmente a partir de los
valores medios registrados en el periodo
1988-2000 en la estacién que el European
Monitoring and Evaluation Program (EMEP,
2008) tiene en Logrofio. Los Solidos Disuel-
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tos Totales (SDT) para este componente fue-
ron estimados indirectamente a través de la
relacién generalmente aceptada:

SDT (mg/l) = 640 - CE (dS/m)
(Bower y Wilcox, 1965)

La concentracion del agua del canal de Bar-
denas se aplicé a R, EL, y AP. Se tomaron 9
muestras de agua en las que se determiné la
CEy [NO;] ademas del residuo seco y la con-
centracion de bicarbonato ([HCO;]) necesa-
rios para la estimacion de los SDT.

SDT (mg/l) = Residuo Seco (mg/l) +
+1/, HCO;™ (mg/l); (Custodio, 1983) [Ec. 3]

Como la salinidad y concentracién de nitra-
to del agua del Canal de Bardenas fue muy
constante (CV¢y = 9%), se optd por introdu-
cir durante todo el periodo del balance los
valores medios de las 9 muestras analizadas
(SDT= 275 mg/l, [NO5]= 2 mg/l).

En cambio, para Rl, AL y AB de mayor varia-
bilidad temporal (CVg= 47%, CV, = 21%,
CV, 5= 21%) se establecio la relacion CE
(dS/m) vs. SDT (mg/l) y fue aplicada a mues-
treos trimestrales donde Unicamente se
determiné la CEy [NO;.

SDT,, = 769 - CEg, - 1;

n=11; R2=0,99 [Ec. 4]
SDT,, =639 - CE, +74;

n=10; R2=0,93 [Ec. 5]
SDT,; =819 - CE,; - 31;

n=10; R2=0,92 [Ec. 6]

La CE y [NO;] de RS se estim6 como la
media de RI, AL, y AB (cuencas mayoritaria-
mente de secano). La concentraciéon de DP
fue facilitada mensualmente por el Instituto
Aragonés del Agua (Gobierno de Aragén).

La importancia y variabilidad de la concen-
tracién de AT condiciond la instalacién de
un tomamuestras automatico (ISCO 3700C)
que posibilité una frecuencia de muestreo
diaria y el posterior analisis en laboratorio
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de la CEy [NO;T]. La relacion CE-SDT se esta-
blecié a partir de 27 muestras:

SDT,; = 711 - CE; - 20;

n=27; R2=0,99 [Ec.7]

Para el resto de componentes de salida se rea-
lizé un menor esfuerzo de muestreo. Asi, a AC
se asigno la concentracion media de 3 mues-
tras tomadas en la acequia (SDT= 850 mg/I;
[NO;]=25 mg/l) y a SB la concentracion media
de 3 muestras tomadas en un manantial cer-
cano a la estacion de aforos del Arba en Taus-
te (SDT= 1.758 mg/l; [NO;]= 61 mg/l).

El impacto agroambiental se cuantifico en
base a los indices de Contaminacién por Sales
(ICS) y por nitrato (ICN) propuestos por Causa-
pé (2008). Ambos indices dividen las masas
unitarias de contaminantes exportados por
factores hasta cierto punto de influencia
“natural” como son la geologia y las posibili-
dades agronémicas de un determinado rega-
dio.

Asi, el ICS se define como la relacién entre
sales exportadas (D) y la CE media del dre-
naje en periodo de no riego (CE,), parame-
tro representativo de la salinidad de los
materiales geoldgicos de la zona. Por otro
lado, el ICN se calculé como el nitrato
exportado en el drenaje (D,) entre las nece-
sidades de fertilizacion nitrogenada del sis-
tema (NF).

Dy

ICS = [Ec. 9];

D
ICN = =X [Ec.10]
NF

NR

Las NF se calcularon anualmente a partir de
las superficies de cultivos, las producciones
medias de la zona (Estadistica agraria.
www.aragon.es) y las extracciones de nitré-
geno en las cosechas (Orus y Sin, 2006),
salvo para las leguminosas que por su capa-
cidad de fijar simbioticamente el nitrogeno
se considerd NF= 0.
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Resultados

Sales

A pesar de que el agua del canal de Bardenas
fue de baja mineralizacion (275 mg/l), el 60%
de las sales introducidas en el sistema lo hicie-
ron a través del agua de riego llegando a cons-
tituir el 75% de las entradas de 2005 (tabla 1).
Los aportes de sales procedentes del exterior
al area regable evaluada (RI, AL, AB, y RS)
constituyeron el 25% de las entradas, oscilan-
do entre el 32% del lluvioso afio 2004, y tan
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s6lo el 15% del seco 2005. EL supuso el 8% de
las entradas concentrandose Unicamente en
los aflos mas lluviosos (2004 y 2007). La aporta-
ciéon del resto de entradas fue significativa-
mente inferior (P=3% AP=3% y DP= 1%).

En cuanto a las salidas, el 98% se produjeron
a través de AT mientras que AC (2%) y SB
(1%) tan so6lo contribuyeron en un 3%. La CE
media de las muestras diarias recogidas en
AT fue de 3,04 dS/m (CV= 43%), si bien, una
vez ponderadas por el volumen de agua, la
CE media de AT fue inferior (2,24 dS/m). Un
90% de las muestras colectadas estuvo por

Tabla 1. Entradas (R-Riego, P-Precipitacion, RI-Riguel, AL-Arba de Luesia, AB-Arba de Biel, RS-Resto
Secano, EL-agua destinada a generar electricidad y posteriormente vertida al Arba sin uso para riego,
AP-Abastecimiento a pequeias poblaciones, y DP-Depuradora de Ejea), Salidas (AT-Arba en Tauste,
AC-Acequias laterales que puentean la estacién del Arba en Tauste, SB-flujo subterraneo a través del
aluvial del Arba), diferencia entre entradas y salidas del balance de sales desarrollado en el area
regable incluida en la cuenca del Arba para los cuatro afios de estudio (2004-2007)

Table 1. Inputs (R-Irrigation, P-Precipitation, RI-Riguel, AL-Arba de Luesia, AB-Arba de Biel, RS-
Rainfed land, EL- Water used to generate electricity and then disposed into the Arba river without
being used for irrigation, AP-Water supply to small villages, DP- Sewage treatment plant of Ejea),
Outputs (AT-Arba Tauste, AC-Lateral channel in Arba Tauste, SB-Groundwater flow through Arba
aquifer), difference between inputs and outputs in the salt balance developed in the irrigated area
in the Arba basin for the four study years (2004-2007)

ARo 2004 2005 2006 2007 04-07
t/ha-afo

E-ENTRADAS R 1,46 1,37 1,69 1,43 1,49
P 0,12 0,05 0,09 0,08 0,08

RI 0,13 0,03 0,04 0,19 0,10

AL 0,19 0,01 0,04 0,11 0,09

AB 0,27 0,05 0,09 0,15 0,14

RS 0,41 0,18 0,32 0,29 0,30

EL 0,44 0,00 0,00 0,35 0,20

AP 0,09 0,11 0,07 0,02 0,07

DP 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03

S-SALI AT 7,41 5,69 4,78 5,60 5,87
AC 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09

SB 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

SEntradas (t/ha-afio) 3,13 1,83 2,36 2,65 2,49
YSalidas (t/ha-afio) 7,55 5,84 4,92 5,74 6,01
E - S (t/ha-ano) -4,42 -4,01 -2,56 -3,10 -3,52
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encima de 1,5 dS/m oscilando entre 7,48
dS/m (09/07/2006) y 0,54 dS/m (03/04/2007).

La mayor entrada (3,13 t/ha) y salida (7,55
t/ha) de sales al sistema se produjo en el afio
mas lluvioso (2004). En cambio, mientras la
menor aportacién (1,83 t/ha) se registré el aio
mas seco (2005), la menor salida (4,92 t/ha) se
presenté al afo siguiente (2006) debido al
desfase existente entre las entradas y salidas
por la propia regulacion hidrica del sistema.

La diferencia entre entradas y salidas de
sales fue negativa en los cuatro afios de
estudio (tabla 1) oscilando entre -4,42 t/ha
de 2004 y -2,56 t/ha de 2006. Estas diferen-
cias se debieron al resultado de los procesos
de disolucién/precipitacion, a las sales con-
tenidas en el agua almacenada cada afio en
el sistemay a los errores del balance.

Teniendo en cuenta que al final de los cuatro
anos de estudio el desbalance hidrico fue prac-
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ticamente nulo (Causapé et al., 2009), la dife-
rencia entre entradas y salidas durante el
periodo de estudio (3,52 t/ha-afio) pudo aso-
ciarse principalmente al predominio de los
procesos de disolucién de sales sobre los de
precipitacion.

Del total de sales exportadas (AT+AC+SB), el
85% (5,09 t/ha-afo) fueron asociadas al dre-
naje propio del sistema evaluado. Anualmen-
te, el lluvioso afo 2004 registr6 el mayor Dy
(6,00 t/ha) a consecuencia de la mayor canti-
dad de sales disueltas (4,42 t/ha), mientras
que 2006 (afo posterior a la sequia de 2005),
presentd el menor D (4,35 t/ha) a pesar de
que las sales introducidas con el riego (1,69
t/ha) fueron las mayores de los cuatro afos de
estudio.

La evolucion mensual de Dy (fig. 1) reflejo
cdmo partiendo de valores en torno a
0,4 t/ha-mes, las intensas lluvias de septiem-

Ds ()

01/10/2003 01/10/2004

01/10/2005

01/10/2007

01/10/2006

fecha (mm/dd/aa)

Figura 1. Evolucién mensual de las sales exportadas en el drenaje propio del sistema evaluado (D)
y la contribucién a éste de las sales introducidas con la precipitacién (P), riego (R), y disoluciéon de
materiales geoldgicos (S-E).

Figure 1. Monthly evolution of the salt mass exported by the drainage associated to the evaluated
system (D) and the contribution of salt inputs towards precipitation (P), irrigation (R), and
dissolution of geological materials (S-E).



J. Causapé ITEA (2009), Vol. 105 (4), 257-271

bre de 2004 provocaron un maximo men-
sual de 1,4 t/ha-mes manteniéndose en
valores elevados (en torno a 0,7 t/ha-mes)
hasta la campafia de riego de 2005. Enton-
ces, la ausencia de lluvias mermé las dota-
ciones de riego aplicadas maximizando el
aprovechamiento de agua (Causapé et al.,
2009) y minimizando la masa de sales expor-
tada (en torno a 0,3 t/ha-mes). Salvo algu-
nos picos producidos por el drenaje de Ilu-
vias, los afios hidrolégicos 2005 y 2006 se
comportaron de forma similar alcanzando
valores minimos al final del invierno (en
torno a 0,3 t/ha-mes) y maximos en plena
campafa de riego (en torno a 0,5 t/ha-mes).

Un 69% de D procedié de la disolucién de los
materiales geoldgicos (3,52 t/ha-afio), otro
29% tuvo su origen en las sales introducidas
con el agua de riego (1,49 t/ha-afo) y tan solo
el 2% se correspondieron a las sales conteni-
das en el agua de lluvia (0,08 t/ha-afo).

2,10
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La salinidad del drenaje propio del regadio
evaluado (4,8 dS/m) fue mas del doble de la
medida en AT (2,2 dS/m) mostrando que los
componentes no asociados al regadio que
confluyeron en el rio (RI, AL, AB, RS, EL, AP,
y DP) tuvieron un caracter diluidor.

Atendiendo a una CE,, del regadio evalua-
do de 3 dS/m (CE media de las muestras de
AT tomadas en temporada de no riego), el
ICS de 2004 fue de 2 t/ha/dS/m (fig. 2). EI ICS
disminuyd en 2005 y 2006 que con la menor
masa de sales exportada presenté el menor
ICS (1,45 t/ha/dS/m).

La evolucién anual del ICS acumulado (fig.
2), donde el desfase entre entradas y salidas
cada vez toma menos importancia, indicé
que desde 2004 existié una disminucion del
15% en el ICS acumulado, si bien, el ICS
anual de 2007 registré un ligero aumento
de 0,08 t/ha/dS/m sobre el de 2006.

2,00 - !\-
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1,70 ~

ICS {thaafiodsm)

—#—|CS anual
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Figura 2. indice de Contaminacién por Sales (ICS) del area regable incluida en la cuenca del Arba en
los cuatro afos de estudio (2004-2007) y anualmente acumulado.
Figure 2. Salt Contamination Index (ICS) in the irrigated area belonging to the Arba basin, for the
four study years (2004-2007) and the yearly accumulated.
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La masa de sales exportada por el drenaje de
Bardenas (5 t/ha-afo) fue ligeramente supe-
rior a la cuantificada en pequefias cuencas
menos salinas de este mismo sistema de rie-
gos, lo que se tradujo en un ICS un 65% infe-
rior (tabla 2). Este hecho se debid principal-
mente a la intensa reutilizacion del agua de
drenaje para el riego, que incrementé un
31% el aprovechamiento de agua en el siste-
ma disminuyendo a su vez la masa de sales
exportada. De hecho, otros regadios de
Monegros | con menor salinidad pero inferior
aprovechamiento del agua exportaron cua-
tro veces mas de sales y presentaron un ICS
siete veces superior (tabla 2).

El ICS del area de estudio (1,7 t/ha-aino/dS/m)
fue del mismo orden al obtenido en moder-
nos regadios de Monegros Il (1,6 t/ha-afio/
dS/m), si bien, la masa de sales exportada
por estos ultimos fue casi tres veces superior
porque la cantidad de sales de sus materia-
les geoldgicos es casi el triple.

La masa de sales exportada por el area rega-
ble de Bardenas incluida en el Arba fue
entre 3y 15 veces superior a subcuencas del
Arba en condiciones de secano con mas sales
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(Cuenca del Barranco de Lerma: CE,z= 3,79
dS/m; Abrahdo et al., 2008) o menos sales
(Cuenca del Arba de Luesia: AL: CE\z= 0,57
dS/m), arrojando ICS tres veces superiores.
No obstante, el escaso margen de incremen-
to del indice de Aprovechamiento del Agua
(IAA; Causapé et al., 2009) indica que escasa-
mente se podra reducir las sales exportadas
de Bardenas, hasta que con el paso del tiem-
po se vayan lavando del suelo y subsuelo.

Nitrato

A pesar de sus bajas concentraciones (2 mg
NO,7/1), dos tercios de las entradas conside-
radas en el balance de nitrato estuvieron
asociadas al agua de lluvia (34%) y del riego
(32%). El nitrato procedente de las areas
exteriores de secano (Rl, AL, AB, RS) consti-
tuyd un 27% a las entradas del balance sien-
do muy inferior los aportes por EL (4%), AP
(2%) y DP (1%).

Las salidas se produjeron basicamente a tra-
vés de AT (96%) justificando el menor
esfuerzo invertido en la estimacién de AC
(2%) y SB (2%). La [NO;] media de las mues-

Tabla 2. indice de Aprovechamiento de Agua (IAA), Conductividad Eléctrica del drenaje en época de
no riego (CE,,), Masa anual de sales exportada en el drenaje (D) e indice de Contaminacién por
Sales (ICS) para el area regable incluida en la cuenca del Arba (Arba-Bardenas) y para los regadios
estudiados en Bardenas | (Lasanta et al., 2002; Causapé et al., 2004), Monegros | (Isidoro et al., 2006a-
b) y Monegros Il (Tedeschi et al., 2001; Cavero et al., 2003)

Table 2. Water Use Index (IAA), Electrical Conductivity of the drainage during non-irrigation season
(EC,,). yearly salt mass exported by the drainage (Dy) and Salt Contamination Index (ICS) for the
irrigated area belonging to the Arba basin (Arba-Bardenas) and for the irrigated lands studied in
Bardenas | (Lasanta et al., 2002, Causapé et al., 2004), Monegros | (Isidoro et al., 2006a-b) and
Monegros Il (Tedeschi et al., 2001, Cavero et al., 2003)

IAA CEnr D ICS

% dS/m t/ha-ano t/ha-ano/dS/m
Arba-Bardenas 83 3,00 5 1,7
Bardenas | 52 0,85 4 4,8
Monegros | 48 1,78 20 11,4
Monegros Il 920 8,40 14 1,6
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tras colectadas en AT fue de 40 mg/l (CV=
35%), si bien, una vez ponderada por volu-
men, la [NO;] media fue inferior (33 mg/l).
Un 25% de las muestras colectadas presenté
concentraciones superiores al limite sanita-
rio de 50 mg/l existiendo concentraciones
maximas de 94 mg/l (18/11/2004) y minimas
de 1 mg/I (10/09/2005).

Los flujos hidricos no asociados al regadio
evaluado (RI, AL, AB, RS, EL, AP, y DP), que
supusieron respectivamente el 29 y 18% del
agua y sales en AT, ACy SB, tan sélo supusie-
ron el 9% del nitrato saliente demostrando
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que la mayor parte de nitrato exportado de la
cuenca del Arba tuvo su origen en el regadio.

La diferencia entre las entradas y salidas
(tabla 3) se justificé como el resultado de los
componentes del balance no tenidos en
cuenta (fertilizacion nitrogenada, volatiliza-
cion, extraccion en las cosechas...) y el nitra-
to acumulado en el sistema, bien en acuife-
ros o en el suelo.

En los cuatro afios de estudio, las entradas
menos las salidas fueron negativas, oscilan-
do entre -29 kg N-NO,7/ha del lluvioso afio

Tabla 3. Entradas (R-Riego, P-Precipitacion, RI-Riguel, AL-Arba de Luesia, AB-Arba de Biel, RS-Resto
Secano, EL-agua destinada a generar electricidad y posteriormente vertida al Arba sin uso para riego,
AP-Abastecimiento a pequenas poblaciones, y DP-Depuradora de Ejea), Salidas (AT-Arba en Tauste,
AC-Acequias laterales que puentean la estacién del Arba en Tauste, SB-flujo subterraneo a través del
aluvial del Arba), diferencia entre entradas y salidas (E-S) del balance de nitrato desarrollado en el
area regable incluida en la cuenca del Arba para los cuatro afios de estudio (2004-2007).

Table 3. Inputs (R-Irrigation, P-Precipitation, RI-Riguel, AL-Arba de Luesia, AB-Arba de Biel, RS-
Rainfed land, EL- Water used to generate electricity and then disposed into the Arba without being
used for irrigation, AP-Water supply to small villages, DP- Sewage treatment plant of Ejea), Outputs
(AT-Arba Tauste, AC-Lateral channel in Arba Tauste, SB-Groundwater flow through Arba aquifer),
difference between inputs and outputs in the nitrate balance developed in the irrigated area in the
Arba basin for the four study years (2004-2007).

AfRo 2004 2005 2006 2007 04-07
t/ha-ano
E-ENTRADAS R 2,4 2,2 2,8 2,3 2,4
P 3,6 1,4 2,8 2,4 2,6
RI 0,4 0,1 0,2 0,7 0,3
AL 0,7 0,0 0,1 0,4 0,3
AB 0,8 0,2 0,2 0,5 0,4
RS 1,5 0,5 0,9 1,0 1,0
EL 0,7 0,0 0,0 0,6 0,3
AP 0,2 0,2 0,1 0,0 0,1
DP 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
S-SALI AT 37,7 28,4 18,7 26,2 27,7
AC 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
SB 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
YEntradas (kg N-NO-/ha-afo) 10 5 7 8 8
>Salidas (kg N-NO,-/ha-afio) 39 29 20 27 29
E-S (kg N-NO;-/ha-afio) -29 -25 -12 -19 -21
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2004, que presento6 las mayores entradas y
salidas (10 y 39 kg N-NO;7ha), y -12 kg N-
NO7ha de 2006, que presento6 las menores
salidas (20 kg N-NO;7ha) con posterioridad
al afo con menores entradas (2005: 5 kg N-
NO,7ha).

Dado que al final de los cuatro afos de estu-
dio el balance hidrico cerré adecuadamente,
los 29 kg N-NO,/ha-afo salientes de la cuen-
ca del Arba se justificaron con el nitrato
aportado en el riego y la lluvia (5 kg N-NO;
/ha-afno), el nitrato entrante no asociado al
regadio estudiado (3 kg N-NO,/ha-afio) y 21
kg N-NO,/ha-afio mas (72% de las salidas)
asociados a otros aportes de nitrato, princi-
palmente, con la fertilizacién de los cultivos
y otros componentes del balance de nitro-
geno no considerados.

Las NF media de los cuatro afios de estudio
fue de 90 kg N/ha-afio con pequefia variabili-
dad anual (CV= 5%). La menor superficie de
maiz en 2004 propicié un descenso de 6y
4 kg N/ha-afo en las NF de 2005 (85 kg
N/ha-afo) y 2006 (87 kg N/ha-afio). La peque-
fa recuperacién de la superficie cultivada de
maiz unido al incremento del cereal de
invierno, principalmente por alfalfa, condi-
ciond la maxima NF de 2007 (95 kg N/ha).
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Las variaciones anuales en las NF se manifes-
taron en el drenaje medido al final de la
cuenca con varios meses de retraso, ya que
el nitrégeno aportado con los fertilizantes
se vio condicionado en su lixiviado del suelo
a la disponibilidad en forma de nitrato. Ade-
mas, el drenaje de la cuenca estuvo afectado
por la regulaciéon hidrica del sistema.

Aun asi, las reducciones de NF en 2005 y
2006 se hicieron notar en su drenaje anual
al presentar un 20 y 49% menos de nitrato
exportado que en 2004, con concentracio-
nes del drenaje un 32 y 43% inferiores
(tabla 4). El ascenso de las necesidades de
fertilizacion y el drenaje asociado al regadio
evaluado en 2007 incrementé D, de 18 a 24
kg N-NO,7/ha pero no asi la concentracién
del drenaje que presenté el minimo anual
de 59 ma/l.

EI' ICN anual oscil6 entre 0,38 de 2004 y 0,21
de 2006, presentando una alta variabilidad
(CV= 26%) que confirma la necesidad de
realizar este tipo de estudios con caracter
plurianual.

Analizando la evolucién anualmente acumu-
lada de D, NF, e ICN (fig. 3) se observé que
hasta finales de 2006 D,, disminuy6 4 kg N-

Tabla 4. Necesidades de Fertilizacion (NF), Drenaje propio del sistema (D), masa (D) y concentracion
de nitrato ([NO;],) de éste e indice de Contaminacién por Nitratos (ICN) para el area regable de
Bardenas incluida en la cuenca del Arba en los cuatro afios del estudio (2004-2007).

Table 4. Fertilization needs (NF), Drainage associated to the drainage (D), exported nitrate mass (D,)
and nitrate concentration ([NO],) of the system, and Nitrate Contamination Index (ICN) for the
irrigated area belonging to the Arba basin for the four study years (2004-2007).

AfRo 2004 2005 2006 2007 04-07
NF (kg N/ha-afio) 91 85 87 95 90
D (mm-afio) 135 160 122 180 149
Dy (kg N-NO;7ha-afio) 35 28 18 24 26
[NO, 1, (mg/l) 114 78 65 59 78
ICN 0,38 0,33 0,21 0,25 0,29
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Figura 3. Masa dle nitrato exportada en el drenaje propio del sistema (D), Necesidades de
Fertilizacién (NF) e Indice de Contaminacion por Nitratos (ICN) anualmente acumulados para los
cuatro anos de estudio (2004-2007) en el area regable incluida dentro de la cuenca del Arba.
Figure 3. Nitrate mass exported by the drainage associated to the system (D, ), yearly cumulative
Fertilization Needs (NF) and Nitrate Contamination Index (ICN), for the four study years (2004-2007)
in the irrigated area belonging to the Arba basin.

NO,7ha-afno reduciéndose 1 kg N-NO;7ha mas
hasta finales de 2007 cuando se obtuvo la
media de 26 kg N-NO7ha-afio en los cuatro
afos de estudio. La menor disminucion de Dy
en 2007 estuvo condicionada por el incremen-
to en este Ultimo afio de las NF y D (tabla 4).

Con todo ello, el ICN present6 durante los
anos de estudio una clara tendencia descen-
dente desde 0,38 en 2004 a 0,29 al final del
periodo de estudio. Ello indicé una mejora
continuada en el aprovechamiento del
nitrogeno aplicado a los cultivos con la fer-
tilizacién traducida en el descenso de la
concentracion y masa de nitrato exportado
en el drenaje.

Comparando los resultados obtenidos en este
estudio (tabla 5) frente a los obtenidos en

otras pequefias cuencas de regadios del Ebro
se pudo observar que el D de los regadios
incluidos en la cuenca del Arba (26 kg N-NO;
/ha-afio) fue la cuarta parte de lo que expor-
taron pequeias subcuencas de su mismo sis-
tema de Bardenas (108 kg N-NO7ha-afio) y
de otros sistemas como Monegros | (111 kg N-
NO,/ha-afio) también regados por inunda-
ciéon sobre suelos inadecuados para ello.

Este hecho estuvo condicionado a que NF fue
un 40% inferior pero también a que el indice
de aprovechamiento del agua fue en torno a
un 30% superior. Asi pues, la intensa reutili-
zacion del agua de drenaje que se hizo en
Bardenas actué doblemente, ya que los culti-
vos reaprovecharon tanto parte del agua
como del nitrato contenido en el drenaje.
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Tabla 5. indice de Aprovechamiento de Agua (IAA), Necesidades de Fertilizacion (NF), Masa anual de
nitrato exportado en el drenaje (D) e indice de Contaminacién por Nitrato (ICN) para el area
regable incluida en la cuenca del Arba (Arba-Bardenas) y para los regadios estudiados en Bardenas |
(Causapé et al., 2004b-c), Monegros | (Isidoro et al., 2006a-b) y Monegros Il (Cavero et al., 2003)
Table 5. Water Use Index (IAA), Fertilization needs (NF), yearly salt mass exported by the drainage
(D,) and nitrate Contamination Index (ICN) for the irrigated area belonging to the Arba basin
(Arba-Bardenas) and for the irrigated lands studied in Bardenas | (Causapé et al., 2004), Monegros |
(Isidoro et al., 2006a-b) and Monegros Il (Cavero et al., 2003)

IAA NF DN ICN

% Kg N/ha-afio Kg N-NO;7/ha-afio
Arba-Bardenas 83 90 26 0,29
Bardenas | 52 146 108 0,74
Monegros | 48 155 111 0,71
Monegros Il 90 145 31 0,22

Las menores NF de los regadios de Bardenas
incluidos en la cuenca del Arba (90 kg
N/ha-afio) frente a las NF de los modernos
regadios por aspersion de Monegros Il (145
kg N/ha-afio) también condicionaron que la
masa de nitrato exportada fuese un 16%
inferior, si bien, el ICN fue un 24% superior.

Ello indica que el aprovechamiento del
nitrégeno aportado para la fertilizacion de
los cultivos en Bardenas deberia ser mejora-
do en parcela mediante un adecuado mane-
jo combinado del riego y fertilizacion nitro-
genada, algo que no es facil de conseguir
en Bardenas por la presencia mayoritaria de
suelos muy permeables de baja capacidad
de retencién de agua y sistemas de riego por
inundacion que no permiten un control sufi-
ciente de las fechas-dosis de agua y nitrége-
no a aplicar.

No obstante, cambios en la gestion del
riego por inundacion, de turnos a la deman-
da, o la facturacién por consumo de agua
en vez de por superficie regada son medi-
das baratas que han reducido a la mitad el
agua, sales y nitrato exportados en una
pequefa cuenca de la CR, de Bardenas
(Causapé y Claveria, 2007).

La tendencia positiva de los ultimos afios
también indica que sin importantes cambios
del regadio sigue habiendo margen de mejo-
ra en la aplicacion de fertilizantes nitrogena-
dos, algo que no sélo es conveniente para el
medioambiente, sino también para el sector
agrario por el alto coste que estan alcan-
zando los agroquimicos en los ultimos afios.

Conclusiones

A pesar de su baja mineralizacién (275
mg/l), el 60% de las sales introducidas en el
sistema evaluado lo hicieron a través del
agua de riego. En cuanto a las salidas, el
98% se produjeron a través de AT. Del total
de sales exportadas (AT+AC+SB), el 85%
(5,09 t/ha-ano) fueron asociadas al drenaje
propio del sistema evaluado. De estés, un
69% procedioé de la disolucién de materiales
geoldgicos (3,52 t/ha-aio), otro 29% tuvo
su origen en las sales introducidas con el
agua de riego (1,49 t/ha-afo) y tan solo el
2% se correspondieron a las sales conteni-
das en el agua de lluvia (0,08 t/ha-afio).
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Los flujos hidricos no asociados al regadio
evaluado (RI, AL, AB, RS, EL, AP, y DP), que
supusieron respectivamente el 29y 18% del
agua y sales en AT, ACy SB, tan solo supu-
sieron el 9% del nitrato saliente demostran-
do que la mayor parte de nitrato exportado
tuvo su origen en el regadio.

La masa de sales exportada fue maxima en el
Iluvioso afo 2004 (6,00 t/ha), para descender
en 2005 (5,42 t/ha) y 2006 (4,35 t/ha) a causa
de la sequia e incrementarse ligeramente en
2007 (4,60 t/ha). Las reducciones de NF en
2005 (85 kg N/ha) y 2006 (87 kg N/ha) tam-
bién contribuyeron a una disminucién del
20% (28 kg N-NO;7ha) y 49% (18 kg N-NO;
/ha) del nitrato exportado en 2004 (NF: 91 kg
N/ha, DN: 35 kg N-NO;7ha) mientras que el
ascenso de NF en 2007 (95 kg N/ha) contribu-
y6 al increment6 de su Dy a 24 kg N-NO,7/ha.

La reduccién de ICS (15%) e ICN (23%) indica
que entre 2004 y 2007 ha existido una dismi-
nucién del impacto agroambiental inducido
por los regadios de Bardenas. La intensa reuti-
lizacion del agua de drenaje que se practico
(Causapé et al., 2009), provocé que estos indi-
ces fuesen 60% inferiores a los obtenidos en
pequeias cuencas del mismo regadio. No obs-
tante, el ICN todavia es un 24% superior al
obtenido en modernos regadios, indicando la
necesidad de adecuar el manejo combinado
del riego y fertilizacién en parcela, algo difi-
cil de conseguir en Bardenas por su mayori-
tario riego por inundacién en relacion a la
alta permeabilidad de los suelos.

Listado de abreviaturas

AB: Sales/nitratos introducidos a través del
Arba de Biel

AC: Sales/nitratos exportados a través de
dos acequias que puentean la estacion de
aforos del AT.

269

AL: Sales/nitratos introducidos a través del
Arba de Luesia

AP: Sales/nitratos introducidos con el abas-
tecimiento pequefias poblaciones

AT: Sales/nitratos exportados a través del
Arba en Tauste

CE: Conductividad eléctrica a 25°

CE\r: Conductividad eléctrica a 25° media
del drenaje en periodo de no riego

CV: Coeficiente de variacion

Dg ,: Sales/nitratos exportadas a través del
drenaje asociado al regadio estudiado

DP: Sales/nitratos introducidos por la depu-
radora de Ejea

E: Entradas a los balances de masas

EL: Sales/nitratos introducidos con el agua
destinada a generar electricidad sin uso para
riego

EMEP: European Monitoring and Evaluation
Program

EMR: Evaluador Medioambiental de Rega-
dios

EPA: Environmental Protection Agency
EU: European Union

FAO: Food and Agricultura Organization of
the United Nations

[HCO;]: Concentracion de bicarbonato
IAA: indice de Aprovechamiento de Agua
ICN: indice de Contaminacién por Nitratos
ICS: indice de Contaminacién Salina

NF: Necesidades de Fertilizaciéon

[NO,]: Concentracién de nitrato

P: Sales/nitratos introducidos con la precipita-
cion

OMS: Organizacién Mundial de la Salud
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R: Sales/nitratos introducidos con el riego

RI: Sales/nitratos introducidos a través del
Riguel

RS: Sales/nitratos procedentes del resto de
secano (superficie no regable)

S: Salidas de los balances de masas

SB: Sales/nitratos exportados subterranea-
mente a través del aluvial del Arba en Tauste

SDT: Sélidos disueltos totales
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Identificacion del inicio de la ecodormancia en cerezo
variedad “Bing”
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Resumen

La endodormancia es la incapacidad de la planta de iniciar la brotacién aun con temperaturas favora-
bles. Mientras que en la ecodormancia la falta de brotacion es experimentada sélo cuando las tempe-
raturas son desfavorables para el crecimiento. Tanto el frio, como el calor tienen efecto acumulativo y
se miden en unidades de frio Utah modificado (UFUM) y en unidades de calor, Horas Grados Centigra-
dos de Crecimiento (GDH°C). Establecer la entrada en ecodormancia permite determinar los requeri-
mientos de GDH°C. El estudio se realizé en dos localidades diferentes durante tres afos y tiene como
objetivo establecer las necesidades de frio de la endodormancia y los requerimientos de frio y de calor
de la ecodormancia. Se observé que con mas de 677 UFUM las yemas de la variedad ‘Bing’ brotan con
cantidades medias de calor. El efecto de las unidades de calor y de frio sobre la brotacién sigue la ley
de Arrhenius. El modelo doble exponencial seleccionado explica convenientemente el efecto interac-
cién frio-calor sobre la brotacién. Ademas permite determinar con mayor certeza el limite, a partir del
cual, los tejidos son sensibles a los productos reemplazantes de frio, permitiendo evaluar sus efectos
con una base eco-fisiolégica mas sélida.

Palabras clave: Endodormancia, Ecodormancia, Requerimientos de Frio, Requerimientos de Calor,
Cerezo.

Summary

Identification of the beginning of the ecodor mancy in"Bing" sweet cherry variety

The endodormancy is the tree inability to restart budbreak even with moderate temperatures. Mean-
while in the ecodormancy the lack of budbreak is observed only when temperatures are not favorable
for growing. Both, the chill and the heat, have cumulative effect. They are measured in modified Utah
Chill Units (UFUM) and Growing Degree Centigrade Hours (GDH°C) respectively. The ecodormancy
beginning allows setting up the GDH°C requirements. This study was carried out in two locations and
during three years. The objective was: to determine the endodormancy chilling requirements and eco-
dormancy chilling and heat necessities. It was observed that with more than 677 UFUM the buds of
“Bing” variety were sensitive to middle amount of heat. The UFUM and GDH°C effect on budbreak
follows the Arrhenius law. The double exponential mathematical model selected explains conve-
niently the heat-cold effect on budbreak. It also allows determining when vegetative tissue begins to
be sensitive to chemical products that replaces chill unit and allow assessing their effects with a more
solid ecophysiological base.

Key words: Endodormancy, Ecodormancy, Chill Requirement, Heat Requirement, Sweet Cherry.
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Introduccion

Segun Lang et al. (1987) la dormicion es una
suspension temporal del crecimiento visible
de las estructuras de la planta que poseen
meristemos. En consecuencia queda deter-
minado que tanto el crecimiento como el
desarrollo se reduce o detiene y que ademas
es posible reiniciar la actividad meristemati-
ca. En la dormicién se diferencian tres eta-
pas. La paradormancia que no necesita frioy
se inicia durante la estacion de crecimiento.
La endodormancia que se inicia después de
la abscision de las hojas y sélo es superada
por la exposicion a bajas temperaturas se
caracteriza por la ausencia de brotaciéon, aun
con suficiente acumulacién de calor. La eco-
dormancia se inicia una vez cumplida parte
de las necesidades de frio y comienza el efec-
to de interaccion frio-calor sobre la brota-
cién. Las yemas adquieren gradualmente la
capacidad de reasumir el crecimiento a medi-
da que reciben cierta cantidad de calor y cap-
tando, simultdneamente, el estimulo del frio
(Richardson et al., 1974; Couvillon y Erez,
1985; Couvillon, 1995; Faust et al., 1995;
Faust et al., 1997; Egea et al., 2003; Tersoglio
et al., 2006).

El frio por si mismo, no provoca brotacién,
sino que sélo “sensibiliza” los tejidos permi-
tiendo captar el calor.

Fishman et al. (1987a y b), elaboraron un
modelo experimental, con el objeto de expli-
car el proceso de cumplimiento de los reque-
rimientos de frio. El mismo se fundamenta en
que la velocidad de formacién de los inhibi-
dores de la dormancia dependen exponen-
cialmente de la temperatura y que este pro-
ceso sigue la ley de "Arrhenius”. Ademas
establecieron que un incremento de la tem-
peratura por encima de un maximo provoca
la reversibilidad del proceso. El sistema esta-
blece que la unidad de medicién se denomina
“porcion de frio” (PF) (Fishman et al., 1987ay
b; Erez et al., 1990; Erez y Fishman, 1998).

Existe cierta similitud entre la metodologia
del calculo de las PF y el de las unidades de frio
(UF) ya que ambas consideran que el fenéme-
no puede ser revertido por el calor (Fishman
etal, 1987ay b; Seedley, 1996; UC Fruit & Nut
Reserch Information Center, 2006).

El calor también tiene efecto acumulativo y
se mide en unidades de calor (GDH°C). Estas
se definen como la sumatoria de las tempe-
raturas horarias entre 4,5°Cy 25°C. Por enci-
ma 36°C no hay acumulacién. El método
considera que el efecto del calor no es
reversible (Richardson et al., 1986).

Generalmente los esfuerzos fueron orienta-
dos hacia la determinacién del total de los
requerimientos de frio. Pero la bibliografia
es escasa en informacion relacionada con
los requerimientos de calor de la ecodor-
mancia y menor aun con los requerimientos
de frio de la endodormancia. (Couvillon,
1995; Egea et al., 2003).

Desde el punto de vista de la dormicién, las
yemas de la planta poseen un grado variable
de inhibicién y por lo tanto el nivel de dor-
mancia de todo huerto, se estima mediante
de la media poblacional. Es por ello que los
limites entre ambas fases no son netos, sino
progresivos y por lo tanto la identificacion
del limite entre endodormancia y ecodor-
mancia presenta dificultades (Richardson et
al., 1974; Lang et al., 1987; Faust et al., 1997;
Citadin et al., 2001; Dennis, 2003).

Desde el punto de vista del frio ambos con-
ceptos, endodormancia y ecodormancia,
son complementarios ya que su adicion
constituye la totalidad del requerimiento, la
dormancia. El establecimiento del limite
entre ambas etapas afecta directamente la
acumulacién posterior de los GDH°C. Ello se
debe a que un retraso en el inicio de la eco-
dormancia (inicio de la acumulacién de
GDH°C) aumenta las UF de la endodorman-
cia y en consecuencia reduce las UF y las
GDHe°C de la ecodormancia y viceversa (Egea
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et al., 2003). El comienzo de la ecodorman-
cia puede ser identificado a través del inicio
de la brotacion. Pero para que ella se mani-
fieste es necesario una cantidad de calor
minima que debe ser preestablecida.

Existen numerosos trabajos que determinan
los requerimientos de toda la dormancia
pero son escasos aquellos que los discriminan
en endodormancia y ecodormancia (Mielke y
Dennis, 1975; Shaltout y Unrath, 1983; Wer-
ner et al., 1988; Ramina et al., 1995; Maha-
mood et al., 2000; Egea et al., 2003; Cortéz y
Gratacos, 2008).

El presente trabajo tiene como objetivo
establecer las necesidades de frio de la
endodormancia y los requerimientos de frio
y de calor de la ecodormancia en yemas
vegetativas de cerezos de la variedad 'Bing'.

Material y método

Los estudios se realizaron con materiales
extraidos de plantas de 12 afos de edad de
la variedad ‘Bing’ sobre portainjerto Prunus
mahaleb L. de dos cultivos ubicados en el
departamento Lujan de Cuyo, Mendoza en
los distritos Carrodilla (33° de LS y 950msnm)
y Las Compuertas (33°LS y 1.100msnm).
Ambas localidades poseen UFUM y GDH°C
diferentes debido a la diferencia de altitud.

Se midié el efecto que producen diferentes
cantidades de UFUM y de GDH°C sobre la
brotacién. Los ensayos se realizaron sobre
dos clases de materiales aquellos que reci-
bieron UFUM y GDH°C en condiciones con-
troladas y los de campo. El primero recibi6
frio de heladera y calor s6lo en los tuneles
de forzado, mientras que el segundo tomé
frio y calor, de campo y de invernaculo.

Los materiales expuestos a condiciones contro-
ladas fueron estudiados en los aflos 2006 y
2007 provenientes del departamento de Carro-

dilla. Mientras que los materiales expuestos a
condiciones de campo fueron estudiados
2.005-2.006-2.007 procedentes de Carrodilla y
Las Compuertas.

Los materiales utilizados fueron ramas agos-
tadas de | afio de 30-50 cm de longitud. Cum-
plidas las UFUM, los materiales recibieron los
GDH°®C en tuneles situados en un invernaculo
con ventilaciéon forzada y refrigeracién eva-
porativa. Dentro de cada tunel se colocaron
pequefas camaras envueltas en polietileno
de 100 p de espesor y dentro de ellas los vasos
con 100 ml de solucién de sacarosa 3%, Car-
bendazim 1,50 g I'' a pH 4 con &cido citrico. En
cada uno de los 5 vasos (bloque/repeticion),
se colocaron 4 brindillas identificadas (unidad
experimental), clasificadas por su didmetro
basal en menores de 8 mm, entre 8y 12 mmy
mayores de 12 mm. Las mismas fueron pulve-
rizadas periédicamente con Captan 2,50 g I'.

La temperatura de las cdmaras oscilé entre
18°y 22°C, la humedad relativa fue del 100%
y el fotoperiodo de 16 h con un flujo foténi-
co fotosintético minimo de 52 pEm2s2 (Faust
et al., 1995).

El método utilizado para medir el efecto del
frio invernal sobre la brotacion es el de uni-
dades de frio Utah modificado (UFUM) por
la UC Davis (Seedley, 1996; UC Fruit & Nut
Reserch Information Center, 2006; Tersoglio
y Naranjo, 2007).

El comienzo de la endodormancia, corres-
ponde al inicio del conteo de UFUM, que se
realiza cuando la caida de las hojas alcanz6
el 50% (Richardson, 1975; Couvillon, 1995;
Ramina et al., 1995; Faust et al., 1997).
Durante la ecodormancia el calor fue medi-
do en GDHe°C (Richardson et al., 1986).

El inicio de la brotacién es considerado cuan-
do el 10% de las yemas alcanzan el estado de
punta verde (Baggiolini, 1952; Seif y Gruppe,
1985; Ballard, 1986; Upov, 1995; Vallejo et al.,
2002).
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En ambos estudios, los tratamientos aplica-
dos fueron combinaciones crecientes de
UFUM y de GDHeC.

El analisis de las brotaciones obtenidas de
materiales expuestos a condiciones contro-
ladas de UFUM y GDH°C permiten calcular
las UFUM necesarias para iniciar la ecodor-
mancia con un 10% de brotacién. Los mate-
riales fueron expuestos a temperatura cons-
tante de 4,5°C. A cada tratamiento primero
se aplicd 0; 242; 473; 650; 713; 886; 1.106 y
1.274 UFUM. Luego las brindillas de cada
tratamiento recibieron un forzado a una
temperatura media de 20°C lo que corres-
pondié a 2.622; 4.156; 5.336 y 7.031 GDH°C.
Luego se evalué la proporcion de yemas
brotadas en cada tratamiento.

Las brotaciones observadas en los materia-
les expuestos a condiciones ambientales de
campo permitieron calcular la relacién
UFUM-GDH°C-% brotacion en condiciones
naturales, posibilitando la validacién del
mismo. Para ello, en ambas localidades y en
los afos 2.005-2.006-2.007, se evalué el por-
centaje de brotacion de brindillas que fue-
ron expuestas entre 0 a 1.450 UFUM y entre
432 y 14.259 GDH°C.

El disefio experimental utilizado fue el de blo-
que completamente aleatorizados. La prueba
de comparacion multiple de medias utilizada
fue Tukey. Los datos fueron analizados y gra-
ficados mediante Infostat, TableCurve 3D.

Resultados

Modelo matematico UFUM-GDH°C-%
obtenido con materiales expuestos a
condiciones controladas

Luego de superado el umbral de frio, se
observé un incremento en la brotacién
debido tanto al aumento de UFUM como al

de GDH°C (interaccion frio-calor). La tabla 1
y la figura 1 muestran que las aplicaciones
iniciales entre 0 y 650 UFUM no indujeron
brotacion con la aplicacién de 5.336
GDH°C. Sin embargo, luego de recibir la
misma cantidad de calor, pero con 713
UFUM, hubo inicio de actividad meristema-
tica. A partir de las 713 UFUM se observa la
misma brotacién, con mayor UFUM pero
con menor requerimiento de calor. Cuando
el frio recibido se acercé al maximo, a igual
cantidad de calor, la brotacién fue cercana
al 90%.

La tabla 1 indica que en algun punto, situa-
do entre los 650 y 713 UFUM las yemas
comienzan a adquirir capacidad de brotar y
se inicia la interaccion frio-calor.

La tabla 1y figura 1 mostraron que aun con
elevadas cantidades de frio, 1.106 a 1.274
UFUM, pero con poco calor, 2.622 GDH°C,
las yemas no brotaron. Ello indica que tam-
bién existe un valor minimo o “umbral de
calor” a partir del cual es posible observar
brotacién. En tal sentido la tabla 1 indica
que con 713 UFUM, se inicia la brotacion
cuando los GDH®C recibidos oscilan entre
4.156 y 5.330.

De modo tal que el inicio de la brotacién
estara dado por los umbrales térmicos de
frio y de calor, en algun punto de la rela-
cion UFUM-GDH®C cuyos limites seran 650-
713 y 4.156-5.330 para las unidades de frio
y de calor respectivamente (Erez et al.,
1971; Werner et al., 1988; Tersoglio et al.,
2006).

Para estimar las cantidades de UFUM y de
GDH°C necesarias para producir inicio de
brotacién, los datos observados se ajusta-
ron, mediante regresién a un modelo mate-
matico doble exponencial cuyo plano de
respuesta muestra las brotaciones medias
estimadas para las posibles combinaciones
estudiadas de frio y de calor.
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Tabla 1. Efecto interaccién UFUM-GDH°C-% brotacién en yemas expuestas a condiciones
controladas, variedad “Bing”
Table 1. Effect of UFUM-GDH°C-% budbreak on buds exposed to controlled condition, cherry “Bing”

cultivar
Unidad Brotacion
UFUM GDH°C (%)
0 0
242 0
473 0
650 0,71
713 15,55
886 23,89
1.106 78,36
1.274 87,8
2.622 2,76
4.156 12,99
5.336 30,48
7.031 76,5
0 7.031 Oa
242 5.336 Oa
242 7.031 Oa
473 4.156 Oa
473 5.336 Oa
473 7.031 Oa
650 4.156 0,71 a
650 5.336 0,71 a
713 2.622 Oa
713 4.156 1,1a
886 2.622 4,44 a
886 4.156 9,17 a
1.106 2.622 2,08 a
1.274 2.622 2,82 a
713 5.336 20,82 b
1.106 4.156 24,27 bc
886 5.336 32,8 bc
713 7.031 40,28 cd
1.274 4.156 46,52 d
886 7.031 74,4 d
1.106 5.336 79,72 e
1.274 5.336 88,61e

Valores dentro de la columna seguidos por la misma letra no son estadisticamente significativos a nivel de
P <0,05.
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Figura 1. Porcentaje de brotacion segun UFUM y GDH°C en yemas expuestas a condiciones
controladas, variedad “Bing”.
Figure 1. Budbreak percentage according to UFUM and GDH°C on buds exposed to controlled
condition “Bing” variety.

La tabla 2 muestra el modelo y los correspon-
dientes estadigrafos de bondad de ajuste,
indicando que siguen la Ley de Arrhenius. El
modelo seleccionado muestra interaccién, ya
que se trata del producto de exponenciales
que consideran la acumulacion de los efectos
ponderados del frio y del calor. También el
modelo indica que existe aditividad, ya su
resultado es un producto de —ambas expo-
nenciales— que poseen la misma base y por lo
tanto sus exponentes pueden ser adiciona-
dos (Fishman et al., 1987a y1987b; Erez et al.,
1990y Erez y Fishman, 1998).

La figura 2 muestra un plano de respuesta
que representa el modelo matematico
seleccionado. La figura muestra dos fases.
La primera en la cual hay ausencia de brota-
cion, cualquiera sea el calor aplicado, satis-

faciendo la definicion de endodormancia.
La segunda en la cual aparece el "efecto
interaccion” UFUM-GDH°C ya que es posible
obtener el mismo nivel de brotacién con
diferentes cantidades de frio y de calor,
pero ademas un “efecto aditivo” ya que a
mayor frio y calor aplicado le corresponde
mayor brotacion, todo lo cual conforma la
definicion de ecodormancia.

Si bien el inicio de la brotacion se encuentra
en algun punto entre los limites 650-713 y
4.156-5.330 para las unidades de frio y de
calor respectivamente, son suficientes 5.336
GDHeC (tabla 1) para alcanzar mas del 10%
de brotacion. Por lo tanto puede ser fijado
en 5.336 el valor de GDH®C para calcular las
UFUM necesarias para lograr el 10% de bro-
tacion. Con el modelo (tabla 2) se calculé la

Tabla 2. Modelos de ajuste UFUM-GDH®C- porcentaje de brotacion, variedad “Bing”
Table 2. Fitting model UFUM-GDH°C- budbreak percentage, “Bing” variety

Modelo UF-GDH°C porcentaje de brotacién

% de brotacion = -8,145 + 0,140 - e UFUM/337.83) . o(GDH"C/-1861,89)

Valor R? EE
Pmodelo a b c d
0,000 0,85 3,1 0,09 34 197
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Figura 2. Efecto de la interaccién de las UFUM-GDH®°C-porcentaje de brotaciéon en materiales en
condiciones controladas, variedad “Bing”.
Figure 2. Interaction effect of the UFUM-GDH°C-budbreak percentage on materials exposed to
controlled condition, “Bing” variety.

cantidad de UFUM para obtener 10% de
brotacion. Aplicando el modelo, se estima
que son necesarias 677 UFUM para iniciar la
ecodormancia (10% de brotacién) luego de
recibir 5.336 GDH°C.

Validacién del modelo con datos
provenientes de materiales expuestos a
condiciones de campo

La tabla 3 muestra los estadigrafos que defi-
nen la calidad de ajuste del modelo UFUM-
GDH®°C-%. El modelo obtenido es un doble
exponencial cuyas GDH°C fueron adiciona-
das a partir de las 677 UFUM. La tabla 3 indi-

ca que el modelo posee un valor P < 0.001 y
que el 79% de la variabilidad observada en
los datos es explicada por los valores estima-
dos por el modelo. El modelo calculado res-
ponde a la ley de Arrhenius, ya que la bro-
tacién es exponencialmente proporcional a
las UFUM y a las GDH°C.

La tabla 4 muestra el efecto de las zonas y de
los afios sobre la relacion UFUM-GDH°C-%
de brotacién. La misma establece que no
existen diferencias entre los datos aportados
por las diferentes zonas indicando que el
calculo de las UFUM y de las GDH°C “absor-
ben” su variabilidad. Mientras que el efecto
"ano"” aporta informacion al modelo, sugi-

Tabla 3. Modelos de ajuste UFUM-GDH°C-porcentaje de brotacién en materiales expuestos a
condiciones de campo, variedad “Bing”
Table 3. Fitting model UFUM-GDH°C-budbreak percentage on materials exposed to field conditions,
“Bing” cultivar

Modelo UFUM-GDH°C porcentaje de brotacién

Valor R? EE
Pmodelo a b c d

-39 75422 84.e(UFUM/-2861,33) o(GDH°C/-9557,52)

<0,001 0,79 8 6 565 1.073
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Figura 3. Efecto medio de las UFUM-GDH®°C sobre la brotaciéon de yemas vegetativas de la variedad
“Bing” durante la dormancia experimentada a campo.
Figure 3. Average effect of UFUM-GDH®C on vegetative budbreak of “Bing” variety during field
dormancy.

Tabla 4. Efecto afio y zona de produccion sobre la brotacion de la variedad “Bing”
Table 4. Effect of the year and farm location on budbreak of cherry “Bing” cultivar

Efecto Descripcion Brotacion (%)
ARo 2.005 15,34a
2.006 20,36b
2.007 34,47c
Zona Compuertas 27,26a
Carrodilla 29,27a

Valores dentro de la columna seguidos por la misma letra no son estadisticamente significativos a nivel

P<0,01.

riendo que tal inestabilidad puede deberse
al particular perfil climatico de cada afo o a
diferencias entre el grado de dormicién ini-
cial de las yemas (Mendenhall et al., 1995;
Tersoglio et al., 2006; Tersoglio y Naranjo,
2007).

A partir del modelo de la tabla 3 se calcula
que el porcentaje de brotacién obtenido
con 677 UFUM y 5.336 GDH°C es del 10,8%
valor que difiere sélo ligeramente del resul-
tado esperado (10%).

Discusion

La brotacién de las yemas de cerezos requie-
re primero el cumplimiento de un minimo
de UFUM para luego depender de la interac-
cion UFUM-GDH®C. Estos resultados son con-
sistentes con los de otros trabajos (Richard-
son et al., 1974; Couvillon, 1995; Erez, 1995;
Faust et al., 1997; Tersoglio et al., 2006).

El modelo utilizado estima conveniente-
mente el comportamiento poblacional de la
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brotacion de las yemas, identificando ade-
cuadamente el requerimiento de frio del
inicio de la ecodormancia. Los resultados
obtenidos indican que, tanto en condicio-
nes controladas como de campo, el modelo
de brotaciéon sigue un comportamiento
doble exponencial semejante al propuesto
por Fishman et al. (1987a y 1987b). Ambos
modelos indican que la entrada en la eco-
dormancia se produce una vez alcanzados
aproximadamente 677 UFUM para una can-
tidad fijada en 5.336 GDH°C.

Para superar la fase de endodormancia la
Unica forma es mediante la aplicacion de
frio. Por lo tanto, el establecimiento de esa
minima cantidad de frio necesaria permitira
determinar el limite, a partir del cual, los
tejidos son “sensibles” a productos reem-
plazantes de frio como la cianamida hidro-
genada lo cual permitira evaluar sus efectos
y eventuales recomendaciones con una base
ecofisiolégica mas solida (Lang et al., 1987;
Faust et al., 1997).
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estrés salino de cultivos de raices aisladas de patrones
frutales del género Prunus
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Resumen

La salinidad es una causa de estrés abiético muy importante para el desarrollo de las plantas y un
grave problema para la agricultura. La presencia de sal disminuye las cosechas en una gran variedad
de plantas, por lo que la tolerancia a la salinidad es un caracter importante en mejora de plantas. Sin
embargo, estas técnicas son largas y costosas, sobre todo en especies frutales debido a sus dilatados
periodos de crecimiento y se beneficiarian del desarrollo de técnicas de seleccion precoz. Por otra
parte, la acumulacién de prolina, tanto en los tejidos de hoja como de raiz, ha sido relacionada con el
estrés salino, indicando un papel esencial en la tolerancia.

En este trabajo se estudia el contenido de prolina en raices y en sus exudados, a partir de cultivos asép-
ticos de raices aisladas como modelo experimental, bajo estrés salino, para conocer el posible papel de
la prolina como marcador de tolerancia.

En los tejidos de las raices la prolina aumenté con el estrés siendo muy elevada a 180 mM de Nadl
donde no hubo crecimiento de las raices. Ademas, la presencia de prolina en el exudado de raices ais-
ladas estuvo también relacionada con la concentracion de sal y siguié un patrén similar en tres patro-
nes frutales que pertenecen a diferentes especies del género Prunus (P. insititia, ‘Adesoto 101’; P. cera-
sus, ‘Masto de Montafiana’' y P. dulcis x persica, GF 677). Estos resultados resaltan la necesidad de
nuevos estudios para establecer si la prolina puede ser, en determinadas condiciones, un marcador de
la tolerancia de los frutales a la salinidad. Los exudados permitirian, entonces, estudiar la tolerancia
con test no destructivos.

Palabras clave: seleccidon precoz, NaCl, estrés abiotico, Prunus insititia, Prunus cerasus, Prunus dulcis x
persica.

Summary

Proline content in root tissues and root exudates as a response to salt stress of excised root cultures

of Prunus fruit tree rootstocks

The aim of this work is to demonstrate the presence of proline in both root tissues and root exudates
as a response of excised root cultures to salt stress and to ascertain the possible relationship between
proline content and NaCl concentration.

Roots from micropropagated Prunus rootstocks have been cultured in vitro under increasing NaCl
concentrations (0, 20, 60 and 180 mM) to early detect their tolerance to salt stress. After 3 weeks of
culture, the proline content of the MS-based liquid medium, in which roots were cultured, was deter-
mined. As far as we know, no attempts have been made to determine the proline content of excised
root cultures and root exudates under stress.

Proline concentration in root tissues and root exudates from all rootstocks increased as salt concentra-
tion in the medium increased, following a trend similar to that of whole plant tissues in all three Pru-
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nus rootstocks (P. insititia, ‘Adesoto 101'; P. cerasus, ‘"Masto de Montafiana’ and P. dulcis x persica, GF
677). This opens the possible role of proline exudates to study plant responses to salt stress using non-
destructive methods. In addition, proline exudates can be of great interest in the early detection of
salt stress tolerance, provided that a relation between proline and salt stress tolerance could be

found.

Key words: Early selection, NaCl, abiotic stress, Prunus insititia, Prunus cerasus, Prunus dulcis x

persica.

Introduccion

La salinidad es un factor abiético de estrés
muy importante para el desarrollo de las
plantas (Sengupta y Majumder, 2009) y un
grave problema para la agricultura, espe-
cialmente en tierras irrigadas de zonas
semidridas donde el 20-30% de las tierras
estan seriamente dafadas por la sal (FAO,
2002). Altas concentraciones de sal en los
suelos disminuyen las cosechas en una gran
variedad de plantas en todo el mundo
(Gorai y Neffati, 2007).

La tolerancia a la salinidad es por tanto un
caracter importante en mejora de plantas
que de esta forma incrementarian las cose-
chas, principalmente en zonas marginales
(Turkan y Demiral, 2009). Mediante técnicas
de seleccién y mejora tradicionales se ha
conseguido mejorar considerablemente la
tolerancia a la salinidad de plantas con
importancia agricola (Ashraf y Harris, 2004)
aunque estas técnicas son largas y costosas.
Esto se aplica especialmente a la seleccidén
de material vegetal de frutales debido a sus
largos periodos de crecimiento, por lo que
se beneficiaria de estrategias que permitie-
ran acortar estos procesos.

El cultivo in vitro ha demostrado ser una
técnica aplicable para el estudio del estrés
salino (Naik y Widholm, 1993; Woodward y
Bennett, 2005) y recientemente ha sido
usado para la selecciéon de plantas de toma-
te y Vigna radiata tolerantes a la salinidad

(Hassan et al., 2008). Por otra parte, la acu-
mulaciéon de solutos como la glicina o la
prolina ha sido relacionada con estrés hidri-
co, salino y otros estreses abioticos de la
planta (Ashraf y Harris, 2004; Munns y Tes-
ter, 2008; Lu et al., 2009) indicando un papel
esencial en la tolerancia a estos estreses. La
prolina se acumula bajo estrés salino en los
tejidos tanto de hoja como de raiz (Aziz et
al., 1999) atribuyéndole un posible papel
protector frente al potencial osmoético
generado por la sal (Watanabe et al., 2000;
Chen et al., 2007).

En este trabajo se propone el estudio de la
acumulacion de prolina en relacion al estrés
salino con un nuevo y simplificado modelo
basado en el cultivo in vitro de raices aisla-
das de patrones frutales de Prunus (Marin y
Marin, 1998). Estas raices sometidas a con-
centraciones salinas crecientes (Andreu et
al., 2009) presentaron diferencias en el cre-
cimiento en longitud y en la acumulacion
de almiddn entre especies con distinta tole-
rancia a la sal. El modelo permite estudiar el
efecto del estrés en el lugar donde se aplica,
en lugar de estudiarlo en planta entera o en
zonas alejadas del origen de la fuente de
sal. El cultivo de raices in vitro ha mostrado
en trabajos previos una cierta correlacion
con la tolerancia en organismos enteros
(Vijayan et al., 2003) y ha resultado ser un
modelo eficaz en la deteccién precoz de la
tolerancia a la sal en Prunus. Una patente
ha sido solicitada para la proteccién de este
procedimiento (Andreu et al., 2008). Sin
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embargo, el crecimiento en condiciones de
estrés no ha sido relacionado con la acumu-
lacion de prolina en los tejidos o el exudado
de la raiz. La composicién del exudado de
las raices podria tener funciones de protec-
cion, ajuste de pH o potencial redox, entre
otras, en condiciones de estrés para la plan-
ta y dada la influencia de los miroorganis-
mos de la rizosfera en el metabolismo de
estos exudados (Suzuki et al., 2009) el estu-
dio de los exudados en condiciones asépti-
cas, como las desarrolladas en este método
de cultivo de raices aisladas, permitira la
comparacién en distintas condiciones de
estrés salino.

El objetivo de este trabajo es estudiar la
presencia de prolina en raices aisladas y su
relacion con el estrés salino. Para la deter-
minacién de la prolina, se realiza previa-
mente una puesta a punto del método con
este tipo de tejidos crecidos en altas concen-
traciones de sacarosa, que pueden interferir
en la medida de la prolina (Magné y Larher,
1992; Trotel-Aziz et al., 2000).

Ademads, se estudia por primera vez la pre-
sencia de prolina en los exudados de raices
sometidas a concentraciones crecientes de
sal en el medio de cultivo. Este método posi-
bilitaria en un futuro el desarrollo de un
test de tolerancia no destructivo, analizan-
do el medio en el que se desarrollan las rai-
ces y viendo la respuesta frente al estrés.

Material y métodos

Material vegetal

Raices de los patrones ‘Adesoto 101’ (Pru-
nus insititia), GF 677 (P. dulcis x P. persica) y
'‘Masto de Montanana’ (P. cerasus) micro-
propagados y enraizados in vitro se usaron
para su puesta en cultivo en condiciones de
estrés (Andreu y Marin, 2005).
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Cultivo de raices aisladas

Se utilizaron apices de raices de 10mm de
longitud. Los apices en nimero de 10 por
tratamiento, se colocaron en frascos de cul-
tivo con 30ml de medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) con un 3% de sacarosa y sin
reguladores de crecimiento (Andreu et al.,
2009). El estrés salino se aplicé afladiendo al
medio de cultivo concentraciones crecientes
de NacCl: 0 (control), 20, 60 y 180mM. En el
medio de cultivo a 25° C la conductividad
(E.C.) total fue de 6,0; 8,2; 12,5y 23,6 dS.m™’
respectivamente. Se mantuvieron en la
camara de cultivo a 24° C, en oscuridad y a
90 rpm en un agitador orbital durante 3
semanas (Andreu et al., 2009). Los experi-
mentos se repitieron 2 veces.

Determinacién de la prolina

La determinacion de la prolina se realizo
siguiendo el método descrito por Bates et
al. (1973) basado en la reaccion de la proli-
na con la ninhidrina. EIl método se valido
para la posible interferencia de sacarosa
(Magné y Larher, 1992; Trotel-Aziz et al.,
2000), presente en el medio de cultivo,
mediante la determinacion de la prolina en
soluciones de acido sulfosalicilico (3 %) con
distintas concentraciones de prolina a las
que se afadiod, o no, sacarosa (90mM) a una
concentracion similar a la del medio de cul-
tivo de las raices aisladas. Finalmente se
compararon los resultados de absorbancia
obtenidos. Para la determinacién de la pro-
lina las diluciones se mezclaron en una pro-
porcién 1:1:1 con ninhidrina acida y acido
acético glacial, incubandose a 100° C duran-
te 1 hora. La reaccién se detuvo en un bafio
de hielo y el croméforo se extrajo afiadien-
do 4ml de tolueno. La absorbancia se midié
a 520 nm en un espectrofotémetro BioMate
(Thermo Spectronic). Los resultados se anali-
zaron con ANOVA.
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La concentracion de prolina en exudados y
tejidos de raiz se determiné después de tres
semanas en cultivo en condiciones de estrés.
Posteriormente se midié la longitud de las
raices y se mantuvieron congeladas hasta el
momento de su utilizacion. El exudado se
filtré con un filtro Acrodisc con doble mem-
brana de 0,8 y 0,2um y se mantuvo congela-
do hasta su liofilizacion en un liofilizador
Genesis 25EL (Virtis, Gardiner, EEUU). El exu-
dado liofilizado se resuspendié con 1,2 ml
de acido sulfosalicilico al 3% y una vez cen-
trifugado (10 min a 12000 rpm) se mezclé
en una proporcion 1:1:1 con ninhidrina
acida y acido acético glacial. La reacciéon y
determinacion de la prolina se realizé de
manera similar a lo descrito anteriormente.

La concentracion de prolina en tejidos de
raiz se determiné triturando las raices con-
geladas. Posteriormente 0,5 g de triturado
se mezclaron con 2ml de acido sulfosalicilico
al 3%. El sobrenadante después de la centri-

Osin sacarosa

@ con sacarosa

=
0
L

Absorbancia (520 nm)

0.5
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fugacion se mezclé en una proporciéon 1:1:1
con ninhidrina y acido acético glacial. La
reaccion y determinacién de la prolina se
realizé de manera similar a lo descrito ante-
riormente. Se realizaron las correspondien-
tes curvas patron para cada determinacién
dentro del rango de deteccién del método
(0-39 pug. ml™").

Resultados

1. Interferencia de la sacarosa

La presencia de sacarosa, a la concentracion
utilizada en el medio de cultivo, no ha inter-
ferido de forma significativa en la medida
de la concentracién de prolina de solucio-
nes patrén de prolina de concentraciones
crecientes analizadas siguiendo el método
de Bates (Bates et al., 1973). En la figura 1 se

y = 0.0749x - 0.0295
R?=0.9991

y =0.0635x + 0.0017
R?=0.9994

0 5 10

15 20 25

Prolina pg.ml?

Figura 1. Efecto de la sacarosa (90 mM) en la determinacién de prolina en soluciones patrén.
Figure 1. Effect of sucrose (90 mM) in proline determination of standard solutions.
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muestra que no existieron diferencias apre-
ciables en la determinacién de prolina,
excepto una menor valoracion de la concen-
tracion mas alta (25 pg.lI'") en presencia de
sacarosa (90 mM). La comparacién de los
dos conjuntos de datos de prolina, con y sin
sacarosa anadida, no tuvo diferencias signi-
ficativas seguin el ANOVA correspondiente
(F=1.42, p=0.286, con 1y 5g.l.)

Dado que la sacarosa incluida en el medio
de cultivo no interfirié de forma significati-
va en la cuantificacion de prolina, se utilizé
este método en las determinaciones de pro-
lina de este trabajo.

2. Determinacion de la prolina en cultivos
de raices aisladas y sometidas a estrés

La concentracion de prolina en los tejidos
de raices aisladas del patrén ‘Adesoto 101’
cultivadas in vitro y sometidas a concentra-
ciones crecientes de NaCl se determiné tras
tres semanas de cultivo. La prolina en los
tejidos de las raices aumento con el estrés
siendo muy elevada a 180 mM de NaCl

Raiz
1200 -
1000 -
800 -
600 -

400 H

Prolina (pg.g?)

200 -

0 20 60 180
NaCl (mM)
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(Figura 2A), donde practicamente no hubo
crecimiento de las raices .

Por otra parte, se ha demostrado la presen-
cia de prolina en el exudado de las raices
aisladas, determinando la concentraciéon de
prolina en el medio de cultivo. La concen-
tracion de prolina en el exudado aumento,
al igual que en los tejidos de raiz, segun
aumento6 el estrés salino al que fueron
sometidos (Figura 2B).

3. Determinacion de la prolina en exudados
de patrones de distintas especies de
Prunus

El analisis del exudado de raices cultivadas
de patrones de distintas especies de Prunus
(P. insititia, ‘Adesoto 101'; P. cerasus, ‘Masto
de Montafhana'y P. dulcis x persica, GF 677)
y sometidas a concentraciones crecientes de
sal demostro la presencia de prolina en los
exudados de las tres especies estudiadas.
Los exudados incrementaron su contenido
en prolina conforme aumentoé la concentra-
cion de NaCl. A la mayor concentracién, 180
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Figura 2. Concentracion de prolina en (A) raices aisladas cultivadas y (B) en el medio de cultivo (exudado).
Figure 2. Proline concentration in (A) cultured excised roots and (B) in the culture medium (exudate).
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mM de NaCl, las tres especies presentaron
unos valores muy elevados y variables:
‘Adesoto 101’, 1.67 pg/ml; GF 677, 1.07
pg/ml y ‘Masto de Montanana’, 17.64
pg/ml. El incremento de prolina observado
a menores concentraciones de NaCl (0-60
mM) mostré un patrén de aumento similar
en los tres patrones, en relacion al aumento
de la concentracion de sal del medio de cul-
tivo (Figura 3).

Discusion

Los resultados presentados en este trabajo
muestran que 1) la prolina se acumula en las
raices aisladas cultivadas in vitro como res-
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0.6
-4- Masto de Montafiana

Prolina (ug.ml?)
=}
=Y
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puesta a la aplicacién de un estrés salino, de
forma similar a lo que sucede en planta
entera y 2) la prolina se encuentra igual-
mente en los exudados de las raices, recogi-
dos en el medio de cultivo liquido.

La determinacién de prolina se realiza
desde antiguo en numerosos trabajos de
seleccion frente a estreses abioticos como la
sequia y posteriormente, la salinidad,
mediante un método rapido, sencillo y sufi-
cientemente preciso, basado en la reaccién
de la prolina con la ninhidrina (Bates et al.,
1973). Sin embargo, se ha descrito una
interferencia de la sacarosa con la prolina
que podria afectar su determinacion
(Magné y Larher, 1992; Trotel-Aziz et al.,
2000). Dado que el modelo experimental

20 60

NaCl (mM)

Figura 3. Concentracion de prolina exudada en el medio de cultivo por las raices de diferentes
patrones del género Prunus (P. insititia, 'Adesoto 101’; P. cerasus, ‘Masto de Montanana’
y P. dulcis x persica, GF 677).
Figure 3. Proline concentration exudated into the culture medium from excised roots of different
Prunus rootstocks (P. insititia, ‘“Adesoto 101’; P. cerasus, ‘Masto de Montarfiana’
and P. dulcis x persica, GF 677).
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empleado en este trabajo consiste en el cul-
tivo de raices aisladas in vitro en un medio
de cultivo liquido con una concentracién de
sacarosa relativamente alta (88 mM), se
efectud una valoracion de soluciones de
prolina de concentracién creciente en acido
sulfosalicilico (3 %) con o sin sacarosa (90
mM) afnadida. Sin embargo, las absorban-
cias a 520 nm del resultado de la reaccion de
la ninhidrina mostraron que a esa concen-
tracién de sacarosa, el posible efecto de la
sacarosa no es significativo. Consecuente-
mente, para la determinacién de la prolina
en este trabajo se utilizé el método descrito
por Bates et al. (1973) que presenta ventajas
importantes como su rapidez y sencillez.

El cultivo de raices aisladas ha resultado ser
un modelo experimental muy adecuado
para la deteccién precoz de la tolerancia a
estreses abidticos como la salinidad (Mariny
Marin, 1998; Hossain et al., 2004; Suzuki et
al., 2009, Andreu et al., 2009). Entre las ven-
tajas del modelo se encuentra la rapida res-
puesta de los apices radicales al estrés (3
semanas) con crecimientos longitudinales
decrecientes a medida que el estrés aumen-
ta. Ademas, se observé una acumulacién de
almidoén en la zona de maduracion de la
raiz que estaba relacionada indirectamente
con el estrés aplicado. Por otra parte, se
encontré una buena correspondencia entre
la respuesta al estrés de las raices aisladas y
de la planta entera, lo que permite su utili-
zacion como herramienta en la seleccion
precoz de patrones de especies frutales
(Andreu et al., 2008). Asimismo, el modelo
nos permite estudiar los exudados de las rai-
ces al aplicarles distintas presiones de estrés
en condiciones asépticas, sin interferencia
de microorganismos de la rizosfera (Suzuki
et al., 2009).

Numerosos estudios han relacionado la
acumulacién de prolina frente al estrés sali-
no (Aziz et al., 1999; Munns y Tester, 2008)
atribuyéndole un posible papel protector
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frente al potencial osmético generado por
la sal (Chen et al., 2007; Hoque et al., 2008).
Este modelo ha permitido obsevar si la acu-
mulacién de prolina se encontraba entre las
respuestas de las raices aisladas al estrés
salino. Tanto en los tejidos de las raices ais-
ladas, como en sus exudados, se han encon-
trado, por primera vez, concentraciones
crecientes de prolina en respuesta a mayo-
res concentraciones de NaCl. Ademas, los
exudados mantienen, al igual que las rai-
ces, una fuerte relacién con la concentra-
cion de sal del medio de cultivo en el que
crecieron las raices, es decir, con la intensi-
dad del estrés (coeficientes de correlacion
de 0.99 para ‘Masto de Montafana' vy
GF677 y de 0.97 para ‘Adesoto 101’ en el
rango de 0 a 60 mM de NaCl). A 180 mM de
NaCl el estrés es maximo en relacién a las
mayores concentraciones de prolina encon-
tradas en el exudado, a pesar de que la acti-
vidad de las raices a esta concentracion es
minima, no aprecidndose crecimiento lon-
gitudinal.

El hecho de que patrones pertenecientes a
especies diferentes de Prunus muestren una
respuesta similar al estrés mediante la acu-
mulacién de prolina en tejidos y exudados
permite sugerir que es un mecanismo muy
conservado en el género Prunus, que ade-
mas podria generalizarse a otros géneros
frutales como Malus'y Pyrus.

Los resultados de este trabajo resaltan la
necesidad de nuevos estudios para estable-
cer si la prolina puede ser, en determinadas
condiciones, un marcador de la tolerancia
de los frutales a la salinidad. La evaluacion
de la respuesta al estrés salino de la acumu-
lacion de prolina en los tejidos o, preferen-
temente, en los exudados de la raiz, puede
estar relacionada con el grado de tolerancia
a la salinidad de los distintos clones. Los
exudados permitirian, entonces, estudiar la
tolerancia con tests no destructivos.
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Efecto de la duracion de la fase de volteo de los huevos de
perdiz roja (Alectoris rufa) durante la incubacion sobre la
tasa de eclosion

P. Gonzalez-Redondo’, S. De la Rosa Sanchez

Departamento de Ciencias Agroforestales. Escuela Universitaria de Ingenieria Técnica Agricola. Universi-
dad de Sevilla. Ctra. de Utrera km 1. 41013 Sevilla, Tel. 954486449; Fax 954486436; e-mail: pedro@us.es

Resumen

El volteo de los huevos en la incubacion artificial es clave para lograr buenas tasas de eclosion y pollos
viables. En la producciéon de perdiz roja (Alectoris rufa) la duracién recomendada para el periodo
durante el que los huevos deben ser volteados en la incubaciéon no se ha comprobado experimental-
mente. Para contribuir al conocimiento de la duracidon éptima del periodo de volteo, se incubaron 74
huevos divididos en tres grupos: huevos volteados hasta el dia 18 6 19, volteados hasta el dia 20 6 21
y volteados hasta el dia 22 de incubacion. La tasa de eclosiéon fue mayor en los huevos volteados
durante 20 dias o mas.

Palabras clave: Granjas cinegéticas, fertilidad, ganaderia alternativa, Phasianidae.

Summary

Effect on hatchability of length of time for turning eggs during the incubation in Red-legged
partridge (Alectoris rufa)

Turning of the eggs during the artificial incubation is critical in order to obtain a good hatchability
and viable one-day-old chicks. In Red-legged partridge (Alectoris rufa) farming, the recommended
length of time during which the eggs should be turned along the incubation process has not been
experimentally tested. With the aim of improving knowledge on the optimum length of time for the
eggs to be turned during the incubation, seventy four eggs were incubated, divided into three
groups: eggs that were turned until day 18 or 19, eggs that were turned until day 20 or 21, and eggs
that were turned until day 22 of incubation. The hatchability of the eggs was higher for the eggs that
were turned during the incubation over at least 20 days.

Key words: Game farming, fertility, alternative livestock, Phasianidae.

Introduccién tenares de granjas (Gonzalez-Redondo,

2004; Sanchez Garcia-Abad et al., 2009).
La producciéon de perdiz roja (Alectoris  Pese ala importancia de las granjas de per-
rufa) tiene amplia difusion en Espafa diz roja en paises como Espafa, Francia y
desde hace cuatro décadas, existiendo cen-  Portugal, diversos aspectos del manejo de

1. Autor para correspondencia
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la incubacién artificial, que es clave para la
viabilidad de las granjas cinegéticas (Pérez
y Pérez, 1981; Gonzalez-Redondo, 2004),
no han sido investigados aun con rigor. Asi,
la transferencia de los huevos desde la
incubadora, donde se voltean regularmen-
te, a la nacedora, donde ya no se voltean
en espera de la eclosion, influye en la viabi-
lidad de los huevos porque el volteo regu-
lar de los huevos durante la incubacién
artificial cumple la misma funciéon que la
rotacion peridédica que la hembra les pro-
porciona en el nido. Favorece la movilidad
de las estructuras internas del huevo, nece-
saria para evitar que el embrién adopte
posiciones defectuosas, que producen
deformaciones y adherencias de éste con
las membranas que lo rodean, en particular
del corion con las membranas testaceas
(New, 1957; Martinez-Alesén, 2003). En A.
rufa la transferencia de los huevos a la
nacedora, cesando el volteo, se recomien-
da realizarla el dia 20 6 21 de incubacion
(Pérez y Pérez, 1981; Cancho, 1991; Garcia
Martin, 2003) pero esta recomendacién
figura en publicaciones divulgativas que no
aportan evidencias experimentales especi-
ficas para la especie. Por eso, el objetivo de
este trabajo fue investigar el efecto sobre
la tasa de eclosion de los huevos de A. rufa
del cese del volteo en diferentes momentos
comprendidos entre los 18 y 22 dias de
incubacion.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 74 huevos procedentes de una
granja de perdiz roja de la provincia de Cor-
doba, escogidos aleatoriamente en junio de
2006 de parejas reproductoras alojadas en
jaulas al aire libre, alimentadas con pienso
comercial (20% PB) y sometidas a suplemen-
tacion artificial del fotoperiodo (16 horas de
luz, natural+artificial). Los huevos habian

sido puestos entre uno y tres dias antes de
cargarlos en la incubadora, conservandose
entre tanto a 15 °Cy 80% HR. Diez horas
antes de cargarlos en la incubadora se pre-
calentaron a 23 °Cy 65% HR manteniéndo-
los en la sala donde estaba la incubadora.
Se incubaron a 37,8 °Cy 55% HR hasta los
20 dias, y a 37,5 °Cy 80% HR desde enton-
ces hasta la eclosion. Se utilizé una incuba-
dora (modelo HS 25; Masalles, Ripollet) con
control automatico de volteo, de tempera-
tura con sistema proporcional auto-tuning,
de humedad y de ventilacion forzada
mediante ventilador, que trabajé en carga
Unica conteniendo exclusivamente los hue-
vos de la experiencia. Los huevos se dividie-
ron aleatoriamente en tres lotes, que se
mantuvieron voltedndose 45° a cada lado
de la vertical con una frecuencia horaria
hasta los 18 6 19 dias (lote 1), hasta los 20 6
21 dias (lote 2) y hasta los 22 dias de incuba-
cion (lote 3), cesando el volteo a partir de
entonces, cuando fueron colocados hori-
zontalmente en la bandeja nacedora de la
misma incubadora. Los grupos experimen-
tales se constituyeron asi por tratarse de
periodos inferior (18 y 19 dias), igual (20 y
21 dias) y mayor (22 dias) que los recomen-
dados en la literatura para la duracién de la
etapa de volteo. Tras 23-24 dias de incuba-
cion se registré el numero de perdigones
nacidos y el de huevos no eclosionados. La
fertilidad de los huevos no eclosionados se
determiné abriéndolos y analizando la pre-
sencia de embrién (Ernst et al., 2004; Muriel
y Serrano, 2007). Usando SPSS 15.0 (SPSS
Inc., 2006) se analizaron las diferencias en la
fertilidad, en la tasa de eclosion del total de
huevos incubados y en la tasa de eclosién de
los huevos fértiles, mediante tablas de con-
tingencia en las que se calcularon tests chi-
cuadrado y residuos tipificados corregidos de
Haberman (discriminando cuando R > 1,96 y
R < -1,96 para un nivel de confianza del
95%).
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Resultados y Discusion

La tabla 1 muestra la fertilidad, tasa de eclo-
sion del total de huevos incubados y tasa de
eclosion de los huevos fértiles segun la dura-
cién del periodo de volteo. La fertilidad
media (62,2%) fue inferior a la descrita para
esta especie en cautividad (74-82%, Bagliac-
ca et al., 1988; Paci et al., 1992; Gonzalez-
Redondo, 2006). La tasa de eclosion media
del total de los huevos incubados (51,4%)
también fue inferior a la descrita en la
bibliografia (53-84%, Mori et al., 1985; Paci
et al., 1992; Gonzalez-Redondo, 2006). Esto
se debioé a que eran huevos del final de la
estaciéon reproductora, cuando disminuye la
fertilidad a causa de la estacionalidad repro-
ductiva de la especie (Pérez y Pérez, 1981;
Gonzalez-Redondo, 2006). La tasa de eclo-
sion media de los huevos fértiles (82,6%)
estuvo dentro del rango descrito en la litera-
tura (73-92%, Bagliacca et al., 1988; Paci et
al., 1992; Gonzalez-Redondo, 2006). La tasa
de eclosién de los huevos incubados y la de
los fértiles siguieron pautas de variacién
similares en los tres grupos experimentales,

como ilustran los residuos tipificados corregi-
dos (tabla 1), siendo mayor la de los huevos
fértiles al no incluir los huevos sin fecundar.

Este es el primer estudio que investiga en A.
rufa el efecto que sobre la tasa de eclosién
tiene la duracién de la etapa de la incuba-
cién en que se voltean los huevos. Encontra-
mos diferencias significativas en las tasas de
eclosion de los huevos incubados y de los
huevos fértiles de perdiz roja en funcién del
numero de dias que fueron volteados duran-
te la incubacién (tabla 1). Los huevos que
dejaron de voltearse antes de los 20 dias de
incubacién mostraron una tasa de eclosion
inferior que la de los volteados 20 dias o mas.
Nuestros resultados confirman, en lo refe-
rente a la duracién del periodo de volteo, la
recomendacién establecida en publicaciones
divulgativas sobre incubacion de huevos de
perdiz roja en granjas cinegéticas, en el senti-
do de que los huevos deben transferirse a los
20 6 21 dias de incubacion desde la incuba-
dora, donde son volteados, a la nacedora,
donde dejan de voltearse en espera de la
eclosion (Pérez y Pérez, 1981; Cancho, 1991;
Setién, 1991; Garcia Martin, 2003).

Tabla 1. Efecto de la duracién del periodo de volteo sobre la tasa de eclosién de huevos de perdiz
roja. Analisis de la fertilidad en los lotes experimentales
Table 1. Effect on hatchability of length of time for turning eggs during the incubation in red-
legged partridge. Analysis of the fertility in the experimental batches

Duracién del periodo Huevos (n) Fertilidad"2 Tasa eclosién de huevos
de volteo (%) (%)
(dias de incubacién) Incubados Fértiles  Eclosionados Incubados'2  Fértiles'2
18619 30 15 9 50,0 a 30,0b 60,0 b
(R=-1,8) (R=-3,0) (R=-2,8)
206 21 29 20 18 69,9 a 62,1a 90,0 a
(R=1,0) (R=1,5) (R=1,2)
22 15 11 11 73,3 a 73,3 a 100,0 a
(R=1,0) (R=1,9) R=1,7)
Total 74 46 38 62,2 51,4 82,6
Significacion 0,197 0,008 0,015

! Distinta letra en la misma columna indica diferencias significativas (P < 0,05).
2 Entre paréntesis, residuos tipificados corregidos de Haberman.
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Un analisis de los residuos de Haberman
(tabla 1) revel6 que los huevos para los que
se prolongd el volteo hasta los 22 dias de
incubacién mostraron una tendencia, aun-
que no significativa, a tener mayor tasa de
eclosién, pues los residuos se aproximaron a
1,96, valor por encima del cual los huevos de
ese lote experimental habrian tenido una
tasa de eclosion mayor que la media. En
cualquier caso, nuestros resultados confir-
man la observacion de algunos perdicultores
en el sentido de que cuanto mas se retrase la
transferencia de los huevos desde la incuba-
dora a la nacedora, mejor tasa de eclosion se
obtiene. Evidentemente, como la incubacién
de los huevos de perdiz roja dura 23-24 dias
(Pérez y Pérez, 1981), no seria factible retar-
dar a partir del dia 22 de incubacién dicha
transferencia de los huevos a la nacedora
porque habria riesgo de que algunos huevos
con desarrollo mas adelantado eclosionasen
en las bandejas de incubacién, causando
pérdidas de perdigones por accidentes.

En gallina se conoce que cuanto mas se pro-
longa el periodo de volteo durante la incu-
bacién, mayor es la tasa de eclosiéon de los
huevos fértiles (North y Bell, 1990, citado
por Martinez-Alesén, 2003). También se
conoce que es mas perjudicial la ausencia de
volteo en las fases tempranas de incubacién
(New, 1957). Aungue numerosos autores
citan como insignificante el efecto del vol-
teo durante el ultimo tercio del periodo
incubatorio (revisado en Elibol y Brake,
2006), nuestros resultados revelan que,
cuando se voltean los huevos de perdiz roja
hasta la tercera semana de incubacién se
obtiene mayor tasa de eclosion mantenién-
dolo al menos hasta los 20 dias.

En conclusién, es recomendable mantener
el volteo de los huevos de perdiz roja con
frecuencia horaria al menos hasta los 20
dias de incubacién, confirmandose la ido-
neidad de las propuestas propugnadas en
publicaciones divulgativas.
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Resumen

El parasito protozoo intracelular Neospora caninum ha sido descrito en un amplio rango de especies
animales y se considera una de las causas mas importantes de aborto en ganado vacuno en todo el
mundo. En Espaifa, la seroprevalencia individual en las explotaciones y la tasa de infeccion en fetos
abortados es elevada. Revisamos aqui aspectos epidemiolégicos de la neosporosis en explotaciones de
ganado vacuno lechero de alta produccion en el Nordeste espafiol. Es interesante resaltar que inde-
pendientemente de la seroprevalencia de N. caninum a nivel de explotacién, la titulacién de los anti-
cuerpos frente el parasito es un buen indicador del riesgo de aborto, que la seropositividad frente N.
caninum es muy estable a lo largo del tiempo, de manera que las vacas cronicamente infectadas pre-
sentan un alta tasa de abortos repetitivos, y que la infeccién por N. caninum no afecta a la fertilidad
de las vacas infectadas ni compromete la gestacion durante el primer trimestre de la misma. El uso de
semen de vacuno de carne en la inseminacién artificial de vacas seropositivas, especialmente el semen
de la raza Limusin, reduce drasticamente la incidencia de abortos. En las explotaciones en las que esta
estrategia ha sido incluida como medida de control de la neosporosis, las tasas de aborto se redujeron
de manera significativa y, dado que no se mantienen las hijas de madres infectadas, también se redu-
jeron de manera importante las tasas de prevalencia de la enfermedad.

Palabras clave: Neospora caninum, epidemiologia, vacuno lechero, Nordeste Espafa, revision.

Summary

Epydemiological aspects of bovine neosporosis in north east Spain. A clinical perspective

Neospora caninum has been found to infect a wide range of animals and it has emerged as a very
important cause of abortion in cattle worldwide. In Spain, high herd seroprevalence and high per-
centages of infected aborted fetuses have been observed. We revise here several epidemiological
aspects of neosporosis based on our studies in high producing dairy herds in North-eastern Spain. Our
results indicated a close relationship between mother seropositivity to N. caninum and abortion risk
and that irrespective of the herd level of Neospora-seroprevalence, plasma antibody titration against
N. caninum is a good indicator of risk of abortion; Neospora-infection does not affect fertility nor
compromises the subsequent maintenance of gestation during the first trimester of gestation in ani-

1. E-mail: sonia.almeria@Quab.cat. Tel: 93 581 2847, Fax: 93 581 2006
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mals chronically infected prior to pregnancy; Neospora-seropositivity can be very stable throughout
years so that chronically infected cows can show a high rate of repeat abortions; and that the use of
beef semen, especially that derived from the Limousin bulls, reduces dramatically the incidence of
abortions. The later approach has been included in the control measures for neosporosis in dairy
herds with high prevalence of N. caninum and significantly reduced both abortion and seropreva-

lence levels in those herds.

Key words: Neospora caninum, epidemiology, dairy cattle, North-East Spain, review.

Introduccion

La neosporosis es una enfermedad parasita-
ria causada por Neospora caninum, protozoo
intracelular obligado, formador de quistes
tisulares. Descrita por primera vez en perros
en 1984 (Bjerkas et al., 1984), N. caninum ha
sido identificado en una amplia variedad de
animales de sangre caliente (ver revision de
Dubey et al., 2007), pero primariamente es
una enfermedad del ganado vacuno y del
perro. Aunque es un parasito estrechamente
relacionado con Toxoplasma gondii, no hay
evidencia de que infecte a la especie humana
(Dubey et al., 2007). En ganado vacuno,
tanto de leche como de carne, la neosporosis
causa mortalidad neonatal y abortos siendo
considerada en la actualidad como una de las
principales causas de aborto en ganado vacu-
no de todo el mundo (Dubey et al., 2007). El
aborto es el principal sintoma clinico asocia-
do a la neosporosis bovina, aunque también
han sido descritos otros cuadros como altera-
ciones neuromusculares, incapacidad para
levantarse y menor peso de los terneros al
nacimiento (Dubey et al., 2006). La infeccion
por N. caninum también se ha asociado a
tasas de reposicion mas elevadas, por tanto
con un menor valor econémico de las vacas
desde un punto de vista reproductivo, y a la
l6gica reduccién en la produccién de leche
en las explotaciones debida a los abortos
(revisado Trees et al., 1999).

En ganado vacuno la infeccién por N. cani-
num ha sido descrita a nivel mundial. En

Espafia, tras la descripcion de los primeros
casos de aborto en ganado vacuno (Barbe-
ran et al., 1997; Fondevila et al., 1998) los
estudios de seroprevalencia en diferentes
regiones han puesto de manifiesto la
amplia difusién de la infeccion (Quintanilla
et al., 1999; Mainar-Jaime et al., 1999). En
concreto, en un estudio reciente europeo,
la seroprevalencia de la infeccion por N.
caninum en vacuno en Espana fue la mas
elevada, en comparacién con Alemania,
Holanda o Suecia, con prevalencias en nues-
tro pais del 63% en vacuno lechero y del
46% en vacuno de carne (Bartels et al.,
2006). Igualmente, la prevalencia de infec-
cion observada en fetos abortados es muy
elevada, con unas cifras desde el 32% al
57% de los fetos infectados, dependiendo
de los criterios de diagnéstico (Gonzalez et
al., 1999; Mainar-Jaime et al., 1999; Pereira-
Bueno et al., 2003).

En el presente trabajo, resultado de una
serie de estudios realizados por nuestro
equipo, se revisan los aspectos epidemiolo-
gicos y las implicaciones clinicas de la neos-
porosis bovina en explotaciones de ganado
lechero de alta produccién del Nordeste de
Espana.

Ciclo y formas de transmisién

El ciclo de N. caninum es indirecto y existen
tres estadios infectantes: taquizoitos, bradi-
zoitos y ooquistes. Los dos primeros, taqui-
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zoitos y bradizoitos, estan en el interior de
quistes y son los estadios intracelulares que
aparecen en los hospedadores intermedia-
rios (HI), mientras que los ooquistes son los
estadios excretados por los hospedadores
definitivos (HD) que para ser infectantes
deben esporular en el medio ambiente.

En los HI ocurre la fase asexual de multipli-
cacion del parasito. Los taquizoitos se mul-
tiplican a gran velocidad en diversos 6rga-
nos del hospedador durante la fase aguda
de la infeccién. Son la fase mas patégena,
causan lisis celular por division activa en las
células que los hospedan y son los responsa-
bles de la transmision transplacentaria al
feto en las hembras gestantes. Posterior-
mente, los taquizoitos se transforman en
bradizoitos, que se multiplican de manera
lenta en el interior de quistes y se asocian
con la fase cronica de la infeccion (Dubey et
al., 2007). Estos quistes se localizan princi-
palmente en el sistema nervioso central,
pero se han descrito también en el tejido
muscular estriado (Peters et al., 2001). Tras
el consumo por HD de quistes tisulares de
HI, por ejemplo con la ingestion de una pla-
centa o de un feto abortado de una vaca
infectada, ocurre la fase sexual del parasito
en los HD, con formacién de ooquistes que
se excretan por las heces y esporulan en el
medio ambiente en unas 24 horas. Estos
ooquistes son de muy pequefio tamafo (10-
11 mm de didmetro) y pueden contaminar
agua y alimentos constituyendo la fase
infectante para los HI. Entre los HD confir-
mados se encuentra el perro (McAllister et
al., 1998) y el coyote (Gondim et al., 2004a)
y recientemente se han observado ooquis-
tes en zorros (Wapenaar et al., 2006). Se sos-
pecha que otros canidos silvestres como los
lobos puedan actuar también como HD
(Gondim et al., 2004a).

En el ganado vacuno existen dos formas de
transmision: horizontal y vertical. La trans-
mision horizontal de la infeccion, tam-

bién denominada trasplacentaria exé-
gena, es posible por la ingestiéon de ooquis-
tes eliminados en las heces del HD, tras su
esporulacion en el medio ambiente, que
contaminan el alimento (pastos y forrajes y
alimentos almacenados) y el agua de bebi-
da. Sin embargo, la principal via de transmi-
sion de la infeccion en las explotaciones es la
transmision vertical, congénita, mater-
no-fetal, o trasplacentaria endégena. En
los animales infectados de forma congénita,
gue nacen aparentemente sanos, se detec-
tan anticuerpos frente a Neospora antes de
la toma del calostro (Dubey et al., 2007).

Neospora caninum es uno de los organis-
mos con mayor capacidad de trasmision ver-
tical en el ganado vacuno. Hasta un 95% de
los terneros pueden nacer infectados verti-
calmente en una misma explotacion y el
parasito puede pasar de la madre al feto
durante varias generaciones (Revisado
Dubey et al., 2007). La mayoria de los terne-
ros nacidos de madres seropositivas, son cli-
nicamente normales, pero las hembras
infectadas seran positivas durante toda la
vida, teniendo mas probabilidades de abor-
to al llegar a adultas, contribuyendo al
mantenimiento de la infeccion en las explo-
taciones. Por otro lado, los abortos y la
infecciéon en general pueden repetirse en
un mismo animal.

La transmisién lactogénica, aunque se consi-
dera posible pues experimentalmente se ha
logrado infectar terneros recién nacidos y se
ha detectado DNA en leche y calostro (Mos-
kwa et al., 2003 y 2007), no parece posible
en condiciones naturales (Dijkstra et al.,
2001). La transmisién por via venérea es
poco probable aunque se ha detectado
DNA de Neospora en semen de toros (Ferre
et al., 2005). A fecha de hoy no se ha
demostrado la transmisién directa de vaca a
vaca.
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Posibilidad de ciclos silvaticos de M.
caninum en Espafa

Muchos aspectos del ciclo de N. caninum son
todavia desconocidos (Dubey et al., 2006). En
Norteamérica se ha confirmado la transmi-
sion de N. caninum entre ciervos de cola
blanca (Odocoileus virginianus) y canidos en
un ciclo silvatico (Gondim et al., 2004b). Estos
autores han demostrado que perros alimen-
tados con cerebros de ciervos de cola blanca
infectados de manera natural, eliminan
ooquistes y por tanto son capaces de cerrar
el ciclo, verificando la existencia de ciclos sil-
vaticos. La existencia de un ciclo similar en
Europa no ha sido descrita hasta la fecha.

Estudios realizados en diferentes areas de
Espana han puesto de manifiesto la presencia
de anticuerpos en ciervos (Cervus elaphus),
arruis (Ammotragus lervia), corzos (Capreolus
capreolus) y en jabalies (Sus scrofa), aunque
en éstos de manera ocasional (Almeria et al.,
2007). En carnivoros silvestres se han detecta-
do anticuerpos en zorros (Vulpes vulpes),
lobos (Canis lupus), linces ibéricos (Lynx pardi-
nus), gatos silvestres (Felis silvestris) y diferen-
tes especies de mustélidos (Meles meles, Mar-
tes foina, Martes martes y Mustela putorius)
(Sobrino et al., 2008), demostrando el contac-
to con el pardsito en estas especies de la
fauna silvestre en nuestro pais.

Entre los rumiantes silvestres las prevalen-
cias mas elevadas de anticuerpos frente N.
caninum fueron observadas en los ciervos
(Almeria et al., 2007). Dada la abundancia
de zorros, éstos podrian tener un papel rele-
vante en la epidemiologia de la neosporosis
y de hecho han sido considerados un factor
de riesgo para el ganado vacuno (Simpson
et al., 1997; Barling et al., 2000). En Europa,
la presencia de DNA de N. caninum ha sido
demostrada en cerebro de zorros en Catalu-
fAa (Almeria et al., 2002) y en la Republica
Checa (Hurkovéa and Modry, 2006). Los resul-
tados observados tanto en rumiantes como

en carnivoros silvestres indican que la infec-
cion de N. caninum en Espafia parece estar
bastante localizada en ciertas zonas donde,
sin embargo, puede alcanzar prevalencias
moderadas a altas (Almeria et al., 2007;
Sobrino et al., 2008). En concreto, en un
reciente estudio en zorros en una zona de
los Pirineos Catalanes se encontré una sero-
prevalencia muy elevada (Marco et al,
2008). La incorporacion de las especies sil-
vestres en la epidemiologia de la neosporo-
sis complica el enfoque de control aislado en
las explotaciones vacunas, poniendo de
manifiesto la necesidad de tomar medidas
de control que involucren a la fauna silves-
tre (Almeria et al., 2007).

Relaciéon de la seropositividad frente N.
caninum con el aborto y principales vias de
transmision del parasito en explotaciones
de ganado vacuno lechero del Nordeste de
Espafia

Analizando todos los animales de una
explotacion, exceptuando los animales
menores de 6 meses para evitar los anticuer-
pos debidos a la ingestion de anticuerpos
calostrales procedentes de madres seroposi-
tivas, se evalué la prevalencia de animales
seropositivos y su relacién con cuadros de
aborto y las vias de transmisiéon fundamen-
tales en explotaciones de alta produccién
lechera en Catalufia. La toma de muestras
en las explotaciones se hizo coincidiendo
con el muestreo anual para el control de
brucelosis y otras enfermedades.

En un primer estudio restrospectivo llevado
a cabo durante 12 meses en una explota-
cion en la que la tasa de aborto alcanzé un
23,2% (38 abortos de 164 gestaciones diag-
nosticadas), se encontraron anticuerpos
frente N. caninum en un 35,4% de las vacas
(84 vacas seropositivas de 237) y el 44% de
los animales seropositivos abortaron duran-
te el periodo de 1 afo (Lépez-Gatius et al.,
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2004a). La presencia de anticuerpos frente
N. caninum fue la Unica variable incluida en
el modelo de regresion logistica en relacion
con el aborto. La infeccion por N. caninum
aumento la probabilidad de aborto en las
vacas con un riesgo relativo de 12,2 veces (P
< 0.0001) al de los animales no infectados.
Los factores generalmente asociados con las
pérdidas de la gestacion en la zona (edad
de las vacas y estacion de la gestacion) no
tuvieron efecto en este brote de abortos. La
principal via de transmisién en la explota-
cion fue la transmisién vertical, dado que
no se encontraron diferencias relacionadas
con la edad respecto a la seroprevalencia en
el brote de abortos. Basada en la relacion
del estado serolégico entre madres e hijas
en la explotacién, la infeccion congénita
superd el 90%. En concreto el 90,6% de
madres seropositivas tuvieron crias seropositi-
vasy el 90,9% de los terneros de madres sero-
positivas fueron seropositivos (Lopez-Gatius
et al., 2004a). De interés fue el hecho de que
dos terneros seropositivos nacieron de vacas
seronegativas, indicando un pequefio grado
de transmision horizontal (Lopez-Gatius et
al., 2004a). La granja no habia tenido perros
en los siete afnos anteriores, pero cabe la
posibilidad de que ocurriera algun tipo de
contacto con canidos silvestres.

En un estudio posterior, se compararon dos
kits comerciales de ELISA (Herd check® anti-
Neospora, IDDEX Laboratorios, Madrid,
Espafay CIVTEST®, HIPRA, Girona, Espafia)
en muestras de 6 explotaciones incluyendo
un total de unos 3.400 animales mayores de
6 meses. Ambos kits presentaron un nivel de
concordancia muy elevado, considerando la
seropositividad en CIVTEST = 6.0 (valor
kappa medio de 0,94, 0,90-0,96) (Lopez-
Gatius et al., 2004b). En un reciente estudio
a nivel europeo estos dos kits fueron com-
parados junto a otros y mostraron alta sensi-
bilidad y especificidad (Bartels et al., 2006).
En todas las explotaciones se observé una

altisima relacién de los animales seropositi-
vos con los cuadros de aborto, confirmados
mediante deteccién de N. caninum en los
fetos. Al igual que en la explotacion del
estudio anterior, en estas explotaciones se
observé una baja tasa de seroconversion y
de transmisién horizontal (Lopez-Gatius et
al., 2004b) que aunque baja es importante
en el mantenimiento de la infeccion en las
explotaciones, dado que la transmisién ver-
tical no es del 100% (Davison et al., 1999).

Temporalidad del aborto durante la
gestacion

El aborto es el principal sintoma clinico aso-
ciado a la neosporosis bovina. Los abortos
por N. caninum pueden tener lugar desde
los tres meses de gestacién hasta finales de
gestaciéon, aunque la mayoria de los abortos
tienen lugar entre los 5-7 meses de gesta-
cion (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1991;
Wouda et al., 1997; Hattel et al., 1998) segun
hemos observado también en nuestros estu-
dios (Lépez-Gatius et al., 2004a). Sin embar-
go, los efectos de la infeccién por el parasito
en el primer trimestre, cuando es dificil
tener acceso a fetos, no estan completamen-
te aclarados. Por ello, analizamos el efecto
abortivo de N. caninum antes y después de
los 90 dias de gestacién en 2.773 gestacio-
nes, de ellas 419 en animales seropositivos
antes de la gestacion, procedentes de seis
explotaciones (L6épez-Gatius et al., 2004b).
Los resultados mostraron que la seropositivi-
dad frente N. caninum no fue un factor de
riesgo para la pérdida de la gestacion duran-
te el primer trimestre de la misma, mientras
que a partir de los 90 dias de gestacion fue
la Unica variable involucrada en los abortos,
incrementando el riesgo de aborto en 18,9
veces (P < 0.0001; 95% intervalo de confian-
za de 12,9 a 27,8), respecto a las vacas no
infectadas. Estos resultados sugieren que en
el caso de animales infectados cronicamente
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por el parasito previamente a la gestacién,
la infecciéon por N. caninum no se relaciona
con los abortos durante el periodo fetal
temprano pero si tienen un enorme efecto
abortivo tras los 90 dias de gestacion.

Abortos recurrentes en vacas infectadas por
N. caninum

Los brotes de abortos asociados a N. caninum
pueden ser el resultado de una infeccién
puntual, por ejemplo debida a la ingestién
de alimentos contaminados por ooquistes o,
mas frecuentemente, ocasionados por la
reactivacion del parasito en vacas crénica-
mente infectadas, que es lo habitual en
nuestra zona. A diferencia de T. gondii, que
estimula una respuesta inmune protectora
tras un primer contacto con el parésito y la
aparicion de anticuerpos protectores, en N.
caninum no se desarrolla tal respuesta pro-
tectora o lo hace en menor medida (Williams
et al., 2003). Los abortos y la infeccion en
general pueden repetirse en un mismo ani-
mal, aunque en una menor proporcién
(Barr et al., 1993; Anderson et al., 1995).
Dado que las vacas seropositivas que abor-
tan tienen una mayor probabilidad de ser
eliminadas de la explotacién, es dificil eva-
luar si las vacas cronicamente infectadas
mantienen el riesgo de aborto durante
sucesivas lactaciones o si se hacen resisten-
tes al parasito. En un estudio retrospectivo
en el que se incluyeron datos de vacas sero-
positivas durante tres afios consecutivos en
la misma explotacion, respecto del total de
animales seropositivos el 36,8% de los abor-
tos de la explotacién y el 26,7% de los abor-
tos en los animales que permanecieron los
tres afios en la misma, tuvieron lugar en ani-
males que tenian un historial previo de
aborto (Pabon et al., 2007). Por tanto, nues-
tros resultados confirman que las vacas que
han abortado una vez tienen un riesgo de
aborto similar al de las vacas que no han
abortado nunca y que dichos animales no

desarrollan una respuesta inmune protecto-
ra suficiente frente el aborto, de acuerdo
con lo resultados de Thurmond y Hietala,
(1997) y Corbellini et al. (2006). La elimina-
cion de las vacas seropositivas que hayan
sufrido dos o mas abortos podria por tanto
recomendarse para la reduccién del aborto
asociado a N. caninum en las explotaciones.

Efecto del estrés climatico en vacas de alta
produccién lechera infectadas
crénicamente por N. caninum

En dos explotaciones analizadas en nuestra
zona de estudio observamos que un factor
de riesgo en la presentacién de abortos
asociados a N. caninum fue la lluvia (Lépez-
Gatius et al., 2005c¢). Se hipotetiz6é que la
[luvia en zonas secas como el Nordeste de
Espafia, puede ser causa de estrés directo e
indirecto a los animales (cambios a tempe-
raturas mas frias, cambios de comportamien-
to, cambios en la calidad de los alimentos,
peor higiene...) que pueden desencadenar
cuadros de aborto en animales cronicamente
infectados con N. caninum. En un estudio
reciente, igualmente se observé que un
incremento en el nimero de dias acumula-
dos con humedad relativa superior al 60%
en el segundo trimestre de gestacion
aumento el riesgo de aborto tanto en vacas
como en novillas y en el caso de las vacas el
aumento de lluvia tuvo el mismo efecto
(Yaniz et al., en prensa, doi:10.1111/j.1439-
0531.2008.01337.x). Los factores climaticos
como la lluvia o las altas temperaturas pare-
cen promover la esporulacion de los ooquis-
tes de N. caninum y su diseminaciéon y por
tanto, favorecer la transmisién postnatal.
Otra explicacién es que esas condiciones cli-
maticas pueden favorecer el crecimiento de
hongos y éstos y sus toxinas pueden ser
causa de inmunosupresion en la vaca y a su
vez favorecer la reactivacion de infecciones
de N. caninum en los animales crébnicamente
infectados (Dubey et al., 2007).
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El analisis seroldgico anual de las
explotaciones puede ser un método
efectivo y rapido de detectar animales
infectados por N. caninum y que permite
valorar el riesgo de aborto relacionado con
la infeccion

Como se ha indicado anteriormente, en
nuestros estudios se ha observado una rela-
cion muy clara entre la seropositividad a N.
caninum y los cuadros de aborto, confirmada
por la deteccidn del parasito en fetos aborta-
dos. El riesgo relativo de aborto en las vacas
seropositivas fue de entre 12-19 veces supe-
rior respecto de las seronegativas en las dis-
tintas explotaciones analizadas (Lopez-
Gatius et al., 20044, b). Similares resultados
han sido observados en multiples estudios en
todo el mundo (revisado Dubey et al., 2007).
De interés es el hecho de que, independien-
temente del nivel de seroprevalencia alcan-
zado en cada explotaciéon (seroprevalencias
del 3 al 36%), las tasas de aborto registradas
en los animales seropositivos fueron similares
(30%) (tabla 1) (Lopez-Gatius et al., 2005a).

S. Almeria de la Merced, F. Lopez-Gatius ITEA (2009), Vol. 105 (4), 296-312

Por otro lado, cuando se consideraron los titu-
los y no sélo si los animales eran seropositivos,
se observo también una relacion significativa
entre los titulos de anticuerpos y el aborto (una
unidad de incremento en los titulos de anti-
cuerpos a Neospora se relacioné con un incre-
mento de 1,01 veces la tasa de aborto (P =
0,004) (Lopez Gatius et al., 2005b). Varios estu-
dios han relacionado los cuadros de aborto con
los titulos de anticuerpos (Kashiwazaki et al.,
2004; Waldner, 2005). En estudios recientes en
nuestra zona hemos observado que los abortos
son significativamente menos frecuentes en
los animales seropositivos que presentan
bajos niveles de anticuerpos (< 30 unidades en
CIVTEST) comparados con los de altos niveles
(= 30 unidades CIVTEST) (Yaniz et al., en
prensa, doi: 10.1111/j.1439-0531.2008.01337.x;
Almeria et al., 2009a). Sin embargo, la titu-
lacién de anticuerpos frente a N. caninum
no se pudo relacionar con una mayor o
menor probabilidad de aborto cuando se
incluyeron en el estudio los resultados obte-
nidos en las novillas (L6pez-Gatius et al.,
2005¢). Ilgualmente, en un estudio reciente

Tabla 1. Animales seropositivos frente Neospora caninum y tasas de aborto en tres explotaciones
(A, ByQ)?
Table 1. Neospora caninum seropositive animals and abortion rates in 3 herds (A, B and C)?

Explotacion N Animales Animales Seropositivos Animales Seronegativos
Seropositivos (%) que abortaron (%) que abortaron (%)

A 180 47 (26)° 18/64 (28)¢ 4/182 (2)d

B 440 123 (28)b 60/192 (31)¢ 21/646 (3)4

C 1350 60 (4)b 19/58 (33)¢ 68/1398 (5)d

Total 1970 230 (12)b 97/314 (30)¢ 93/2226 (4)4

aBasados en analisis seroldgicos anuales frente N. caninum y en la confirmacion de N. caninum en los

fetos abortados
bRespecto al numero total de animales

‘Respecto al total de gestaciones en animales seropositivos
dRespecto al total de gestaciones en animales seronegativos
Las tasas de aborto (c versus d) en los tres rebafos fueron significativas (P < 0.0001) en test X? (Lopez-

Gatius et al., 2005a)
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(Yaniz et al., en prensa, doi:10.1111/j.1439-
0531.2008.01337.x) se ha observado una pro-
babilidad de aborto 3,2 veces menor en vacas
con bajos niveles de anticuerpos frente N.
caninum (6 a 29 unidades) comparadas con
vacas con tasas elevadas de anticuerpos (=
30 unidades), mientras que en las novillas
esta variable no presentd ningun efecto.
Estos resultados parecen indicar que algu-
nos factores que intervienen en los abortos
por N. caninum son diferentes en novillas y
en vacas probablemente relacionadas con
primo-infeccion versus multiples infecciones
en estos animales (Yaniz et al., en prensa,
doi:10.1111/.1439-0531.2008.01337.x).

En animales infectados, la presencia de
anticuerpos frente N. caninum es estable a
lo largo del tiempo

En el estudio retrospectivo en el que se inclu-
yeron datos de vacas seropositivas durante
tres afios consecutivos en la misma explota-
Cién, se observo que los anticuerpos frente M.
caninum permanecieron por encima del
umbral de seropositividad a lo largo de esos
afnos en la mayoria de los animales. De una
prevalencia inicial del 18% en 122 animales,
en el segundo afo sélo se observé serocon-
version en 4 animales, lo que incremento la
prevalencia al 21,3% que permanecié sin
cambios en un tercer afio (Pabén et al., 2007).
Similarmente, Hasler et al. (2006) observaron
que sélo 2 de 30 animales seropositivos y 1 de
83 seronegativos cambiaron su estado serolo-
gico durante la gestacién, indicando que en
vacuno infectado crénicamente los anticuer-
pos presentan una pequefa inestabilidad
transitoria. Estos resultados refuerzan la idea
de que un andlisis serolégico anual es un
método efectivo para el estudio de la preva-
lencia e infeccién por N. caninum en las explo-
taciones. Por todo ello, independientemente
de la seroprevalencia frente N. caninum a
nivel de explotacién, la serologia materna,
incluyendo los titulos, puede ser un buen indi-

cador del aborto (Quintanilla-Gozalo et al.,
2000; Lépez-Gatius et al., 2005b) y de utilidad
en los programas de control reproductivo de
las explotaciones.

Dindmica de anticuerpos a lo largo de la
gestacion en vacas crénicamente infectadas
por N. caninum

Algunos autores han indicado que los anti-
cuerpos frente N. caninum sufren fluctuacio-
nes a lo largo de la gestacion (Quintanilla et
al., 2000). Cuando se estudid la dindmica de
anticuerpos a lo largo de la gestacion en 86
vacas cronicamente infectadas por N. cani-
num, procedentes de 2 explotaciones en el
Nordeste de Espafa con infeccion confirmada
en fetos, 21 de las cuales abortaron (Nogare-
da et al., 2007), se observaron dos claros
modelos en la dindmica de anticuerpos. Apro-
ximadamente un 50% de los animales presen-
taron un aumento de anticuerpos en la
segunda mitad de la gestacion mientras el
otro 50% no presenté dicho aumento y en los
animales que abortaron también aproxima-
damente la mitad presenté un pico de anti-
cuerpos alrededor del aborto mientras en
otros animales este pico no fue evidente. Fluc-
tuaciones en la seroprevalencia, entendida
como aquellos animales con valores serone-
gativos en algun muestreo a lo largo de la
gestacion fueron observadas en 2 de las vacas
que abortaron y en 11 de las no abortadas. El
hecho de que algunos animales presentaran
resultados negativos en el momento del abor-
to o del parto es de importancia diagnostica,
ya que muchas veces se envian los fetos abor-
tados con la sangre materna y ésta puede
resultar negativa (Nogareda et al., 2007).

Dado que varias vacas que abortaron pre-
sentaron los maximos niveles de anticuer-
pos antes del aborto con un consistente
aumento de anticuerpos a mediados de la
gestacion, el incremento de la respuesta
humoral indicaria una reactivacion de la
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infeccién parasitaria mas que una reinfec-
cion propiamente dicha en estos animales.

La infeccion por N. caninum no afecta la
fertilidad de vacas de alta produccién lechera

En explotaciones con alta incidencia de abor-
tos asociados a N. caninum (30% de las vacas
seropositivas) no se encontré un efecto de la
infeccién sobre la fertilidad (Lopez-Gatius et
al., 2005a). El porcentaje de vacas gestantes
seronegativas (34%: 2.226/6.556) fue seme-
jante al de las seropositivas (33%:314/962). Si
que afectaron factores ampliamente recono-
cidos como estacion, explotacién, nimero de
lactacién, toro y técnico inseminador. Estos
datos indicarian que el aparato genital de la
vaca infectada con N. caninum parece no que-
dar dafado de manera que la neosporosis no
afecta la fertilidad.

Neospora caninum parece no afectar la
funcién placentaria en las vacas infectadas
que no abortan

La determinacion de la concentracién de
glicoproteinas asociadas a la gestacion
(PAG-1) en la sangre materna se ha emplea-
do para el diagnéstico de gestaciéon y como
un marcador del bienestar placentario y
fetal (Patel et al., 1997; Zarrouk et al., 1999).
En un estudio reciente (L6épez-Gatius et al.,
2007a), las concentraciones de PAG a lo
largo de la gestacién no presentaron dife-
rencias en 13 animales cronicamente infec-
tados que no abortaron comparados con 6
controles seronegativos, mientras que en 3
animales seropositivos que abortaron o pre-
sentaron fetos momificados los niveles de
PAG fueron muy bajos o no detectables.
Estos resultados parecen indicar que las
concentraciones de PAG-1 son un buen indi-
cador del estado feto-placentario en los ani-
males que sufren aborto asociado a N. cani-
num, mientras que en las vacas con

infecciones créonicas que no abortan la
infeccion parece no afectar la funcién pla-
centaria. Resultados similares han sido
observados en un estudio mas amplio en el
que se analizaron 89 animales gestantes
(Serrano et al., 2009). Las gestaciones geme-
lares, el uso del semen de Limusin en la inse-
minacion artificial y si las gestaciones tenian
lugar en el periodo calido fueron factores
que afectaron las concentraciones de PAG,
pero no la seropositividad frente N. cani-
num o los titulos de anticuerpos frente al
parasito.

El tratamiento con progesterona a partir
del cuarto mes de gestacién puede inducir
aborto en vacas seropositivas con alta
titulacién a N. caninum

La respuesta inmune promovida por células
y citoquinas denominadas Th1 es considera-
da protectora frente protozoos, incluyendo
N. caninum. Sin embargo, durante la gesta-
cion hay una considerable inmunomodula-
cion endocrina de la respuesta inmune, ya
que una excesiva respuesta inmune de tipo
celular podria estar relacionada con el abor-
to en vacas infectadas (revisado por Innes et
al., 2005). En la inmunomodulacién natural
de la gestacién, la progesterona se ha rela-
cionado con la reduccién de la respuesta
inmune celular Th1 (Druckmann y Druck-
mann, 2005). Por todo ello, se planted la
hipétesis de que la aplicacion de un trata-
miento con progesterona durante el segun-
do tercio de la gestacion podria reducir la
tasa de abortos. Se asignaron animales sero-
positivos frente N. caninum en un grupo
Control (n = 33) y en un grupo Tratamiento
(n = 34). El tratamiento consistié en la apli-
cacion de un dispositivo intravaginal libera-
dor de progesterona (1,55 g de progestero-
na) el dia 120 de gestacién durante 28 dias.
Se observé que las vacas con alta titulacion
tenian una probabilidad de aborto 14,3
veces mas alta tras el tratamiento que las
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que no recibieron tratamiento, mientras
que en vacas con baja titulacion el trata-
miento con progesterona no tuvo efecto
(figura 1). Estos resultados no soportaron la
hipotesis previa establecida y sugieren que
en vacas con alta titulaciéon de anticuerpos
frente a N. caninum el tratamiento con pro-
gesterona incrementa la tasa de abortos,
posiblemente debido a una reduccién exce-
siva de la respuesta inmune de tipo celular
(Bech-Sabat et al., 2007).

Efecto protector de la produccién de IFN-y
en la reduccién del riesgo de aborto en vacas
crénicamente infectadas por N. caninum

Dado que la suplementacién con progestero-
na a mitad de gestacién no disminuyo el ries-
go de aborto en las explotaciones, una hip6-
tesis complementaria fue que la produccién
de IFN-y podria tener un papel en el mante-
nimiento de la gestacion durante la infecciéon

por N. caninum. Se analizé la produccion de
esta citoquina Th1, en 86 vacas seropositivas
y en 40 seronegativas. Se observé producciéon
en 16 (19%) de las vacas seropositivas pero
no en las seronegativas (Lopez-Gatius et al.,
2007b). De las 126 gestaciones 22 (17,5%)
acabaron en aborto, que tuvo lugar en un
24,4% (21/86) de las vacas seropositivas y en
un 2,5% de las seronegativas (1/40). El riesgo
relativo de aborto fue 15,6 veces superior en
las vacas seropositivas que no produjeron
IFN-y comparado con las seronegativas, mien-
tras la neosporosis no tuvo ningun efecto en
las seropositivas que produjeron IFN-y (tabla
2). Por otro lado, se observé un efecto nega-
tivo (P = 0.001) de la produccién de IFN-y en
el titulo de anticuerpos frente N. caninum
en los 65 animales seropositivos que no
abortaron. Estos resultados indican que la
produccion de IFN-y estd asociada con la
proteccion frente el aborto causado por N.
caninum en las vacas crénicamente infecta-
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Figura 1. Tasas de aborto en animales con baja (< 30 unidades) o alta titulaciéon (= 30 unidades)
frente N. caninum antes del tratamiento (0-1) con progesterona a mediados de la gestacién.
Figure 1. Abortion rates in animals with low (< 30 relative units) or high titres (= 30 relative units)
against N. caninum before treatment (0-1) with progesterone at mid-gestation
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Tabla 2. Efectos de la produccion de IFN-y en las tasas de aborto de vacas seropositivas a Neospora
caninum
Table 2. Effects of IFN-y production on abortion rates of Neospora caninum seropositive cows

Produccion  Seropositividad Tasa de aborto Odds ratio 95%IC? P

de IFN-y frente N. caninum n

Negativas Seropositivas 20/70 28,6 15,60 2-121 0,009
Positivas Seropositivas 1/16 2,6 0.2-44,6 0,51
Negativas Seronegativas 1/40 Referencia

3Intervalo de Confianza

bRiesgo relativo de que una vaca seropositiva a N. caninum sin produccion de IFN-y sufra aborto, com-
parada con una vaca seronegativa. (Lopez-Gatius et al., 2007b)

das y que las vacas que producen IFN-y en
algun momento de la gestacion presentan
niveles de anticuerpos mas reducidos (Lopez-
Gatius et al., 2007b).

Cuando se analizaron los isotipos de IgGs
presentes (IgG1 e IgG2) en relaciéon con la
producién de IFN-y (Almeria et al., 2009b), se
observé un efecto negativo significativo en
la produccién de IgG1, mientras la produc-
cién de IFN-y no afectd los niveles de IgG2.
Por el contrario, se observaron mayores nive-
les de IgG2 comparado con IgG1 en los ani-
males que abortaron, independientemente
de que produjeran o no IFN-y. Estos resulta-
dos parecen indicar que los anticuerpos IgG2
pueden ser parte de la respuesta protectora,
pero solo si van asociados a la produccion de
IFN-y. Por si solos no son suficientes para pro-
teger a las vacas cronicamente infectadas
frente al aborto (Almeria et al., 2009b).

El efecto de la infeccion por Neospora
caninum sobre la producciéon de leche

En un estudio reciente se registraron niveles
plasmaticos de prolactina mas altos en vacas
seropositivas, en comparacion de las serone-
gativas (Garcia-Ispierto et al., 2009), mientras
que en otro estudio se constatd que la glan-

dula mamaria tenia un aspecto mas saludable
y era mas resistente a los agentes infecciosos
en animales infectados que en los no infecta-
dos (Peregrine et al., 2004). Estos resultados
sugieren, por una parte, un efecto protector
de la prolactina frente a la enfermedad para-
sitaria, probablemente debido a su accién
pro-inflamatoria (Brand et al., 2004), y, por
otra, un incremento de la respuesta inmune
no especifica frente a las infecciones de la
glandula mamaria (Peregrine et al., 2004).
Por tanto, a pesar de que a nivel de explota-
cién se reduce la produccién de leche por el
efecto negativo de la neosporosis en el ciclo
reproductivo de la vaca (revisado Trees et al.,
1999), las vacas infectadas podrian producir
mas leche que las no infectadas (Pfeiffer et
al., 2002; Garcia-Ispierto et al., 2009).

El uso de semen de ganado vacuno de carne,
especialmente de la raza Limusin, en la
inseminacion artificial de vacas cronicamente
infectadas con N. caninum reduce el riesgo
de aborto frente al parasito

Para reducir la prevalencia de infeccion por N.
caninum en las explotaciones, especialmente
en aquellas con tasas elevadas de seropositivi-
dad, dado que no existe tratamiento adecua-
do, se propuso la inseminacion de los anima-
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les seropositivos de los que no interesaba
dejar descendencia en las explotaciones con
semén de vacuno de carne. Cuando se aplicé
esta medida de control, fue especialmente
interesante el hecho que, ademas de reducir la
prevalencia de infeccién en las explotaciones,
la inseminaciéon con semen de vacuno de carne
disminuyé de manera drastica los abortos en
las vacas seropositivas inseminadas (Lopez-
Gatius et al., 2005b; Pabon et al., 2007). En fun-
cion del semen de toro utilizado, por ejemplo
de las razas Limusin y Blanco Azul Belga, pudi-
mos constatar un riesgo relativo 2,8 veces infe-
rior en vacas seropositivas gestantes de razas
carnicas, cuando lo comparamos con animales
gestantes de semen Frison (Yaniz et al., en
prensa, doi:10.1111/j.1439-0531.2008.01337.x).
Un estudio reciente mas amplio, basado en un
elevado numero de animales (1.115 vacas
seropositivas a N. caninum inseminadas), ha

confirmado estos resultados (Almeria et al., en
prensa, doi:10.1016/j.vetpar.2009.04.026). En
este estudio el aborto tuvo lugar en un 15,2%
(96/633) de las vacas seropositivas inseminadas
con semen de vacuno de carne, en contraste
con un 32,2% (155/482) de aborto en vacas
inseminadas con semen de frison. También se
observaron diferencias en el riesgo de aborto
con las diferentes razas carnicas empleadas.
Los porcentajes de aborto fueron del 32% de
482 vacas inseminadas con semen frison, 22%
de 49 vacas inseminadas con Charolés, 20% de
191 vacas inseminadas con semen de Blanco
Azul Belga, 19% de 89 vacas inseminadas con
semen de Piamontés y 10% de 304 vacas
inseminadas con Limusin (Almeria et al.,
2009a) (figura 2). El menor riesgo de aborto
fue observado en las vacas seropositivas que
presentaban bajos titulos de anticuerpos inse-
minados con semen de la raza Limusin, que
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Figura 2. Tasas de aborto en vacas seropositivas inseminadas artificialmente con semen de diferentes
razas (Frisén, Charolés, Blanco-Belga, Piamontés y Limusin)
Figure 2. Abortion rates of seropositive cows artificially inseminated with semen of several breeds
(Friesian, Charolais, Belgian-Blue, Piedmontese and Limousin)



308 S. Almeria de la Merced, F. Lopez-Gatius ITEA (2009), Vol. 105 (4), 296-312

presentaron tasas de aborto similares a las de
las vacas seronegativas (2,1%, 3/145, y 3,2%,
239/7432, respectivamente).

El hecho de que las gestaciones cruzadas
reduzcan el riesgo de aborto asociado a N.
caninum podria estar ligado a un mayor bien-
estar placentario en dichos animales. Se ha
observado que la gestaciéon cruzada favorece
la produccion de PAG-1 durante el periodo de
gestacion. De hecho un estudio reciente ha
demostrado que las vacas de raza frisona inse-
minadas con semen de Limusin presentan
niveles de PAG-1 significativamente mas ele-
vados que las vacas con gestaciones frisonas
puras (Serrano et al., 2009). Dado que las
PAG-1 parecen tener propiedades inmunosu-
presoras, al menos a nivel uterino (Wooding
et al., 2005), las concentraciones mas elevadas
de PAG-1 pueden reflejar mecanismos para
evitar el rechazo materno durante la gesta-
cién y compensar la distancia genética que
existe con el feto en estas gestaciones cruza-
das. Este mecanismo podria actuar reforzan-
do la barrera placentaria e impidiendo el paso
transplacentario de N. caninumy la infeccién
del feto.

Por otro lado, nuestros resultados indican
que ciertas razas, en concreto la raza Limu-
sin, son menos susceptibles a la infeccion
por N. caninum que otras. En un estudio
epidemiolégico la raza Limusin presenté
seroprevalencia 6,7 veces menor que otras
razas de doble propésito o razas de carne
en el mismo sistema de manejo extensivo
(Armengol et al., 2007). Por tanto, se reco-
mienda el uso de semen Limusin en la IA de
animales seropositivos en las explotaciones
con alta seroprevalencia frente N. caninum.

Estrategias de control de la neosporosis
bovina

Como medidas de control de la enfermedad
en las explotaciones de ganado vacuno en

las que las pérdidas econdmicas son impor-
tantes, dado que no hay un tratamiento efi-
caz, es fundamental prevenir la propaga-
cion de la infeccion, evitando tanto la
transmisién horizontal como la vertical y
ello debe basarse en el control continuado
de los animales positivos. El control serolo-
gico anual de todos los animales de una
explotacién con alta incidencia de abortos
relacionados con N. caninum ayudard a
reconocer los animales seropositivos y la
titulaciéon de los mismos frente al parasito.
Se recomienda el control y la eliminacion de
los animales seropositivos con mayores titu-
los de anticuerpos de la explotacién, espe-
cialmente si han tenido abortos previos.
También es recomendable la inseminacién
de los animales seropositivos que se quieran
mantener en la explotacién con semen de
toros de razas carnicas, especialmente de la
raza Limusin, para garantizar la elimina-
cién de la descendencia de las vacas infec-
tadas y reducir el nivel de seroprevalencia 'y
los abortos asociados con N. caninum. Por
supuesto, para que estas medidas tengan
éxito a largo plazo deberan ir acompafadas
de otras medidas, tales como evitar el acce-
so de perros y canidos silvestres a las placen-
tasy a las zonas de alimento. El control ana-
litico de los animales que se van a introducir
en la explotacion deben ser también medi-
das esenciales preventivas y de control fren-
te a esta enfermedad (Dubey et al., 2007).
Finalmente, en animales infectados valio-
sos, la transferencia de embriones a hem-
bras seronegativas es una medida comple-
mentaria recomendada (Baillargeon et al.,
2001).
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la estimulacién eléctrica (80 V, 15 HZ, 30 s) de
34 canales de machos castrados Hereford (peso canal caliente 281 + 27,6 Kg. promedio y desviacién
estandar) sobre la calidad de la carne. Las muestras fueron extraidas del musculo Longissimus dorsi (102
costilla a 22 vértebra lumbar), envasadas al vacio, maduradas 1, 3 y 7 dias, cocinadas hasta una tempe-
ratura interna de 70° C, a bafio Maria para el andlisis de textura y en grill de doble plancha para el sen-
sorial. El analisis sensorial se realizé con 140 consumidores, utilizando una escala discontinua y estruc-
turada de 10 puntos. Las canales estimuladas presentaron valores de pH final inferiores a las controles
(5,45 vs 5,60; P < 0,05) El color de la carne de las canales estimuladas fue superior en indice de rojo (a*),
indice de amarillo (b*) y Chroma (C*), e inferior en tono (H*). La estimulacién permitié obtener valores
de WBSF inferiores a la carne de las canales controles (3,4 vs 4,0 kg, respectivamente; P < 0,08) y la carne
madurada 7 dias valores inferiores a la de 1y 3 dias, (3,1 vs 3,7 y 4,1 kg, respectivamente). La estimula-
cién mejoro la terneza de la carne (6,12 vs 6,51); del mismo modo que al aumentar los tiempos de
maduracion (5,72 vs 6,33 vs 6,93, para 1, 3y 7 dias, respectivamente). La calidad del sabor y aceptabili-
dad aumentaron por efecto del tiempo de maduracion, pero no por efecto de la estimulacién eléctrica.

Palabras clave: bovinos, calidad de carne, estimulacion eléctrica.

Summary

Effect of carcass electrical stimulation on meat quality of grazing cattle

The aim of this research was the study the effect of carcass electrical stimulation (80 V, 15 Hz, 30s) from
34 Hereford steers (281 = 27, 6 kg, means and standard deviation respectively) on meat quality. The
samples were extracted from the Longissimus dorsi muscle (10th rib to 2nd lumbar vertebra), vacuum-
packed and aged for 1, 3 and 7 days. They were cooked until a central heat temperature of 70 °C, in a

1. Autor para correspondencia
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water bath for texture and grilled for sensory analysis. The sensory analysis was conducted with 140
consumers, using a 10 points discontinuous and structured scale. Stimulated carcass had lower pH val-
ues than controls (5.45 vs 5.6; P < 0.05). Meat color from carcasses stimulated were higher in red index
(a*), yellow index (b*) and Chroma (C*) and lower in hue (H*) values in relation to control ones. Meat
from stimulated carcasses achieved lower WBFS values than controls (3.4 kg vs 4.0 kg, P < 0.08) and
meat aged from 7 days was more tender than those of 1 and 3 days (3.1 vs 3.7 kg and 4.1 kg respec-
tively, P < 0.05). The electrical stimulation improved meat tenderness (6.12 vs. 6.51), together with the
increasing ageing times (5.72 vs. 6.33 vs. 6.93, for 1, 3 and 7 days respectively). The quality of taste and

acceptability rose for the effect of ageing time, but not for stimulation effect.

Key words: cattle, meat quality, electrical stimulation.

Introduccion

La auditoria de calidad de carne vacuna reali-
zada en Uruguay (INIA, INAC, CSU, 2003),
sefala la ocurrencia frecuente de problemas
que conducen a la pérdida de valor de los
productos carnicos uruguayos, identificando
a la variacion en la terneza de la carne vacu-
na, como uno de los mds importantes. La
maduracién de la carne a temperatura de
refrigeracion y envasada al vacio es un méto-
do eficaz para mejorar su terneza (Davey y
Gilbert, 1969). Si bien el mecanismo por el
cual se produce esta mejora en la terneza es
aun discutido, existe consenso general en
que la protedlisis de las proteinas miofibrila-
res es el factor que contribuye, en mayor
medida, al proceso de mejora en la terneza
durante la maduracién post-mértem (Kooh-
maraie, 1996). La carne que es congelada,
detiene la actividad proteolitica de las enzi-
mas musculares, responsables del efecto de
la mejora de la terneza (maduracion).

En nuestro pais, del total de carne exporta-
da, la carne enfriada y la congelada repre-
sentan un 18% y un 82% respectivamente
(INAC, 2007). Cross (1979), estima que el
50% de la energia necesaria para el proce-
samiento de la carne de vacuno, es atribui-
da al proceso de maduracién. En el analisis
de los costos de este proceso, éstos son atri-
buidos a la energia necesaria para conserva-

cién y a las pérdidas por evaporacién que
repercuten en el rendimiento de la canal.

Teniendo en cuenta el elevado costo del
proceso de maduracion, la industria congela
la carne con destino exportacién en un
lapso de 48 a 96 horas post-faena, depen-
diendo de las exigencias de maduracién de
los distintos mercados, impidiendo, de esta
forma, lograr los tiempos aconsejables de
maduracion para lograr niveles aceptables
de terneza en la carne vacuna.

Ademas, existen variaciones importantes
entre los distintos musculos con relacion al
tiempo de maduracién necesario para alcan-
zar niveles aceptables de terneza (Franco et
al., 2008), por lo cual, al congelar los distin-
tos cortes a pocas horas de la faena, se pro-
duce una variacion importante en la terneza
de la carne.

Con el propésito de disminuir las pérdidas
de peso y mantener una buena calidad
microbiolégica de la carne, la industria,
generalmente, somete a las canales a una
rapida velocidad de enfriado, aumentando
el riesgo de la aparicion de “acortamiento
por frio”, con la consecuente disminucién
en la terneza de la carne.

Este fendmeno conocido como “cold shor-
tening” se produce por un rapido descenso
de temperatura a menos de 10 grados,
cuando el pH aun se encuentra en valores
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superiores a 6. Esta situacién sucede con
mayor frecuencia en los musculos superfi-
ciales de la canal, y en aquellas canales de
bajo peso y/o bajo espesor de grasa de
cobertura.

En este sentido, para asegurar niveles acep-
tables de terneza en carne congelada, o en
aquella enfriada cuyo destino es el consumo
inmediato (periodos cortos de maduracién),
existen alternativas tecnolégicas que —utili-
zadas— mejoran la actividad proteolitica y/o
evitan el “acortamiento por frio” (Simmons
et al., 2006).

La utilizacién de la técnica de estimulacion
eléctrica actuaria previniendo este proble-
ma, a través del uso de ATP antes del
comienzo del rigor, acelerando la glicélisis
anaerobia e incrementando la tasa de des-
censo de pH.

Es una alternativa de bajo costo y puede ser
utilizada para mejorar la terneza y el color
de la carne, principalmente en aquellas que
necesariamente son sometidas a periodos
cortos de maduracion post - faena.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la técnica de estimulacién eléctrica de bajo
voltaje, en canales de machos castrados de
la raza Hereford, sobre los principales para-
metros de calidad instrumental y sensorial
de la carne.
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Material y métodos

El trabajo se realiz6 en la Estacion Experi-
mental “Dr. Mario A. Cassinoni” de la Facul-
tad de Agronomia, Paysandu, Uruguay (32,5°
de latitud sur y 58,0° de longitud oeste).

Se utilizaron 32 machos castrados Hereford
de 3 afnos de edad, pertenecientes al mismo
rodeo y manejados en las mismas condicio-
nes de pastoreo previo a la faena.

Los animales fueron estratificados por peso
y condicion corporal y asignados al azar a
dos tratamientos durante el proceso de
sacrificio en el matadero: 1) canales con
estimulacion eléctrica (EE) y 2) canales con-
troles (C). La estimulacion eléctrica de las
canales se realizé dentro de los 5 minutos
posteriores a la insensibilizacion, inmediata-
mente luego del deguello y durante el des-
angrado. Las caracteristicas de la técnica
utilizada fueron: bajo voltaje (80 V), fre-
cuencia de pulsos 15 Hz, durante un tiempo
de 30 segundos por animal. Luego del sacri-
ficio se registré el peso de canal caliente.

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas
descriptivas de la canal de los animales utili-
zados en el trabajo.

A las 24 h se determino el peso canal fria y el
pH final por medio de un pHmetro HANNA
con electrodo de penetracion sobre la super-
ficie del musculo Longissimus dorsi a la altu-

Tabla 1. Peso vivo, peso canal, rendimiento canal y espesor de grasa del musculo Longissimus dorsi
(MLD) de los animales experimentales
Table 1. Live weight, carcass weight, carcass dressing and Longissimus dorsi fat thickness of

experimental animals
n Media Desviacion Estandar
Peso sacrificio (kg) 32 540 46
Peso canal caliente (kg) 32 281 26,3
Rendimiento canal (%) 32 52 1,2
Espesor de grasa 10? costilla MLD (mm) 32 9,8 3,1
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ra de la 10? costilla. Las determinaciones de
los parametros de color se realizaron luego
de un periodo de una hora de exposiciéon al
oxigeno (“blooming"), por medio de un
colorimetro Portatil MINOLTA CR 300. Se
tomaron las determinaciones por triplicado
de los 3 parametros de color (L*, a* y b*). El
tono y croma se calcularon mediante la
siguientes expresiones: Tono = arctan
(b*/a*), C* = V(a*)? + (b*)? (Alberti et al.,
2005). Posteriormente se extrajeron mues-
tras ("bifes”) del musculo Longissimus dorsi
de 2,5 cm de espesor de la porcion compren-
dida entre la 10® costilla y 22 vértebra lum-
bar, alternativamente sobre las medias cana-
les izquierda y derecha para los anélisis
instrumentales y sensorial respectivamente.
Estas muestras se envasaron al vacio y fueron
enviadas a temperatura de refrigeracion al
Laboratorio de Calidad de Carne de la Esta-
cién Experimental de la Facultad de Agrono-
mia. Parte de las muestras se congelaron
inmediatamente a — 18 °C (1 dia de madura-
ciéon), en tanto que las demas muestras fue-
ron mantenidas en camara de refrigeracién
a 4 °C hasta alcanzar los 3, y 7 dias de madu-
racion, para luego ser congeladas a -18 °C,
hasta su posterior analisis. Lo propio se reali-
z6 para el andlisis sensorial. El andlisis de tex-
tura se realiz6 descongelando las muestras
en agua a temperatura ambiente, cocinan-
dolas a bafio Maria hasta una temperatura
interna de 70°C , sometiéndolas luego al
corte con la cizalla de Warner — Bratzler (Bel-
tran y Roncalés, 2005). Para el analisis senso-
rial, las muestras del musculo Longissimus
dorsi se descongelaron hasta alcanzar los
16,9 + 2,4 °Cy luego se procedi6 a la coccién
en Grill de doble plancha hasta una tempe-
ratura interna en el centro de la muestra
(limpia de restos evidentes de tejido conjun-
tivo o de las partes externas del filete) de 70
°C, controlada por termocuplas. Durante la
coccion las muestras fueron envueltas en
papel de aluminio y post - coccién, se corto el
"bife” en partes (tantas como consumido-
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res/sesion) de forma prismatica y en tamano
uniforme (10 - 30 g), y se sirvieron envueltas
en papel de aluminio, calientes y codificadas
con numeros aleatorios de 3 cifras (Guerrero,
2005). La escala utilizada fue del tipo discon-
tinua y estructurada con una amplitud de 10
puntos, siendo 1: carne muy dura, muy des-
abrida o muy desagradable; 10: carne muy
tierna, muy sabrosa o muy agradable, para
los atributos: terneza, sabor y aceptabilidad,
respectivamente. El panel estuvo conforma-
do por 140 consumidores que trabajaron en
14 sesiones (10 consumidores/ sesién) de 1 h
de duraciéon. En cada sesién, balanceada por
edad (edad promedio: 40 + 12,2 afios), se tra-
bajé con personas de ambos sexos (50 muje-
res y 90 hombres), y con los siguientes habi-
tos de consumo y grado de preferencia de
carne vacuna: 60% consumian carne vacuna
4 0 mas veces al mes y 90% manifesté que le
apetecia mucho. Cada consumidor probé 2
muestras de cada uno de los 6 tratamientos
evaluados, presentdndose éstas en dos pla-
tos consecutivos y alterando el orden de pre-
sentacion de las muestras entre platos y
entre consumidores, resultando en un dise-
Ao en bloques completo (todos los trata-
mientos en el mismo plato) y balanceado
(cada combinacién de pares de tratamientos
se evalud el mismo nimero de veces: 2). De
esta forma, los consumidores evaluaron un
total de 140 muestras en 28 platos de 5
muestras cada uno.

Analisis estadistico

El disefo experimental utilizado fue de blo-
ques completos al azar, donde los bloques
estuvieron representados por cada animal.
La textura se analiz6 mediante analisis de
varianza donde se evalué el efecto bloque
(animal) y el efecto del tiempo de madura-
cién. Para la estimacién de los efectos se uti-
liz6 el método de minimos cuadrados pro-
visto por el procedimiento GLM del paquete
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estadistico SAS version 9.1.3 (SAS, Institute,
Inc., 2005). Para el anélisis sensorial se utili-
z6 un modelo lineal generalizado, asumien-
do que se trataba de variables subjetivas
con distribucién multinomial, incluyendo
como efectos: consumidor, plato, orden de
la muestra anidado a plato y tiempo de
maduracién. Se utilizé el procedimiento
GENOM del paquete estadistico SAS version
9,1, 3 (SAS, Institute, Inc., 2005) y el test de
Tukey para la comparacién de medias.

Resultados

Peso canal

Una variable que es importante analizar
cuando se utilizan alternativas tecnoloégicas
durante el proceso de faena, es cuantificar
las pérdidas de peso canal que puedan ocu-
rrir en las primeras 24 horas como conse-
cuencia de su aplicacion.

Las pérdidas de peso canal por efecto de la EE
no fueron significativas (4,9 vs 5,2 kg, P > 0,10),
para las canales Cy EE respectivamente.

Caracteristicas instrumentales de la carne

En la tabla 2 se presentan los resultados de
pH y color de los tratamientos evaluados.
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Las canales estimuladas presentaron valores
de pH final mas bajo que los controles a las
24 horas de la faena, presentando ambos
tratamientos valores que se corresponden
con el rango de pH aceptables (Barros y Cas-
tro, 2004). Los valores de los pardmetros de
color analizados fueron superiores en los
animales con EE, a excepcién de la luminosi-
dad que, sin alcanzar diferencias significati-
vas, también mostré una tendencia a una
mejora por efecto de la EE (P =0,12)

En la tabla 3 se presentan los resultados de
fuerza de corte (WBSF) para los tratamien-
tos y periodos de maduracion analizados.

No se evidencio6 interaccién entre el efecto
de la EE y los tiempos de maduracion anali-
zados. No obstante, por la sola aplicacion
de EE se lograron valores de fuerza de corte
en carne madurada 24 horas, equivalentes a
aquellas maduradas durante 7 dias sin EE.

La aplicacion de EE redujo la WBSF en un 15%
respecto de las canales controles. Por su parte,
el efecto de la maduracion se evidencié a los 7
dias, con un 16% de disminucién en la fuerza
de corte entre el dia 1y 7 de maduracion.

Caracteristicas sensoriales de la carne

En el analisis sensorial tampoco se encontré
interaccién de la aplicacion de EE con los
tiempos de maduracién analizados.

Tabla 2. pH y parametros de color del musculo Longisimus dorsi a las 24 horas postmortem segun los
tratamientos evaluados (C = control y EE = Estimulacion eléctrica)
Table 2. pH and Longisimus dorsi color parameters at 24 hours postmortem in relation to evaluated
treatments (C = control and EE = Electric stimulation)

pH 24 L* a* b* Tono Croma
C 559+0,01a 385+030a 13,5+046a 11,1+0,23a 396+0,54a 17,5+0,48a
EE 546 +0,01b 39,2+0,31a 169+0,47b 12,6+0,24b 36,8+0,56b 21,1+ 0,49

L* = luminosidad, a* = indice de rojo, b* = indice de amarillo. (a, b): Medias seguidas por distinta letra en
la misma columna, difieren estadisticamente por el test de Tukey (P < 0,10).
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Tabla 3. Valores de fuerza de corte (WBSF) para los tratamientos y periodos de maduracién analizados.

Media y DE

Table 3. Warner Bratzler shear force values in relation to treatments and ageing periods analyzed.

Media and DE

Tiempo maduracién

Estimulacion eléctrica

Control Tratado (EE) Promedio
1dia 4,1+ 025 3,4+0,26 3,7+0,18 a
3 dias 4,3 +0,25 3,90+0,26 4,1+0,18 a
7 dias 3,4 +0,25 2,8 +0,26 3,1+0,18 b
Promedio 400,22 A 3,4+0,228B

(a, b): Medias seguidas por distinta letra en diferente fila, difieren estadisticamente por el test de Tukey

(P<0,10).

(A, B): Medias seguidas por distinta letra en diferente columna, difieren estadisticamente por el test de

Tukey (P <0,10).

El panel de consumidores detecté diferen-
cias en las valoraciones de terneza, a partir
de 3 dias de maduracién mostrando una
mayor sensibilidad de esta prueba, frente a
la valoracién instrumental realizada por la
cizalla de Warner Bratzler (tabla 4).

Por otra parte, la carne con EE fue cataloga-
da como maés tierna, frente a la de los ani-
males controles.

En la tabla 5y tabla 6 se presentan las notas
de calidad de sabor y aceptabilidad general

del producto asignadas por el panel de con-
sumidores a la carne de los diferentes trata-
mientos bajo estudio.

En los demds parametros de la evaluacién
sensorial, calidad de sabor y aceptabilidad
general, los resultados muestran un efecto
significativo y favorable conforme transcu-
rre la maduracién, pero no del tratamiento
de EE. A los 3 dias de maduracion la carne
mejord la calidad de sabor y aceptabilidad,
alcanzando las mayores valoraciones del
panel tras 7 dias de maduracion.

Tabla 4. Valores de terneza asignadas por panel de consumidores para los tratamientos evaluados.
Table 4.Tenderness values assigned by consumers panels in relation to evaluated treatments

Tiempo maduracion

Estimulacién eléctrica

Control
1dia 5,67
3 dias 6,06
7 dias 6,76
Promedio 6,17A

Tratado (EE) Promedio
5,77 5,72a
6,59 6,33b
7,09 6,93c

6,5B

(a, b): Medias seguidas por distinta letra en diferente fila, difieren estadisticamente por el test de Tukey

(P <0,05).

(A, B): Medias seguidas por distinta letra en diferente columna, difieren estadisticamente por el test

de Tukey (P < 0,05).
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Tabla 5. Valores de calidad de sabor asignadas por panel de consumidores para los tratamientos
evaluados
Table 5. Flavor values assigned by consumer’s panels in relation to evaluated treatments

Tiempo maduracién

Estimulacion eléctrica

Control
1dia 6,44
3 dias 6,69
7 dias 6,93
Promedio 6,69A

Tratado (EE) Promedio
6,35 6,39a
6,98 6,83b
7,00 7.01b
6,81A

(a, b): Medias seguidas por distinta letra en diferente fila, difieren estadisticamente por el test de Tukey

(P <0,10).

(A, B): Medias seguidas por distinta letra en diferente columna, difieren estadisticamente por el test de

Tukey (P < 0,10).

Tabla 6. Valores de Aceptabilidad asignadas por panel de consumidores para los tratamientos evaluados.
Table 6. Acceptability values assigned by consumer’s panels in relation to evaluated treatments

Tiempo maduracién

Estimulacion eléctrica

Control
1dia 6,22
3 dias 6,55
7 dias 7,17
Promedio 6,66A

Tratado (EE) Promedio
6,36 6,29a
6,95 6,75b
7,21 7,19c¢
6,85A

a, b): Medias seguidas por distinta letra en diferente fila, difieren estadisticamente por el test de Tukey

(P <0.10).

(A, B): Medias seguidas por distinta letra en diferente columna, difieren estadisticamente por el test

de Tukey (P < 0.10).

Discusion

La tendencia a una mayor pérdida de peso
en las canales estimuladas, se explica porque
la molécula de glucégeno es muy hidrofilica
(3 -4 g de H20/g de glucdgeno), lo que con-
tribuye a retener una cantidad considerable
de agua en la estructura muscular (Warris,
1990). La rapida y mayor degradacién de
glucégeno por la EE hace que el glucégeno
residual sea menor en las canales estimula-
das y —por ende— menor cantidad de agua,
con la consiguiente pérdida de peso.

Los valores inferiores de pH final de la carne
por efecto de la EE se explican por una
mayor tasa glicolitica en los animales con EE,
resultando en una mayor acumulaciéon de
lactato con la consecuente disminucion del
pH (Kondos y Taylor, 1987). Estos resultados
son coincidentes con los de Boston et al.
(1980) y Miller et al. (1987), donde los trata-
mientos de EE, de bajo voltaje, mostraron
un mayor descenso en los valores de pH a las
24 horas, respecto a los tratamientos contro-
les. Sin embargo, Harwrysh et al. (1987) y
Koh et al. (1987), reportaron que, por la
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aplicacion de EE se encontré una mayor tasa
de descenso del pH en la primeras 24 horas
post-mdrtem, pero sin modificar los valores
de pH final; situacién que permitiria una
mayor velocidad de enfriado de la canales,
evitando el acortamiento por frio.

En el presente trabajo, la utilizacion de EE
de bajo voltaje, arrojé como resultado un
mejor color de la carne, mostrando las cana-
les tratadas una carne mas roja (a*), con
mayor intensidad de color (croma) y con
niveles mas bajos de tono.

Cuanto mayor es el descenso en el pH, se pro-
duce una mayor desnaturalizaciéon de protei-
nas, determinando una estructura muscular
mas “abierta”, mayor liberacién de agua que
se encuentra “ligada”, permitiendo un color
mas palido, situacion que explicaria la tenden-
cia a una ligera mayor luminosidad encontra-
da en las canales EE. Ademas estas condiciones
facilitarian una mayor oxigenacion de la mio-
globina, lo que genera una mayor intensidad
de rojo (a*) y de amarillo (b*), dando como
resultado un mayor croma y un menor tono.

Page et al. (2001), encontraron una correla-
cién negativa entre los parametros de color
(L*, a* y b*) y el pH a las 24 horas. Por su
parte, Wulf y Wise, (1999), reportaron valores
de correlacién mas altos entre a* y b*, con el
pH, que la magnitud del pardmetro de lumi-
nosidad (L*). De esta forma, las variaciones de
pH final encontradas en el presente trabajo,
podrian estar explicando la mejora significati-
va en las coordenadas a* y b* reportadas.

Roeber et al. (2000), trabajando con estimu-
laciéon eléctrica, pero con distinto voltajes y
tiempos de aplicaciéon a la del presente
experimento, encontraron que, en todos los
tratamientos, se evidenciaba una mejora en
los pardametros de L*, a* y b*. Resultados
similares fueron encontrados utilizando EE
de alto voltaje, en donde la utilizacion de
EE mejoro el color en muestras del musculo
Longissimis dorsi (Savell et al., 1978).
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Sin embargo otros resultados muestran una
mejora en la luminosidad (L*) sin modificar
los valores de los demas parametros del color
de la carne (Mc Keith et al., 1981; Miller et al.,
1987).

Respecto a los resultados del Croma, confor-
me y tal cual ha sido descrito, este parametro
caracterizo bien el cambio de color experi-
mentado por la carne de las canales testigo,
presentando éstas valores mas bajos, y de
mayor tono, frente a las estimuladas eléctri-
camente. (Mac Dougall, 1977; Lizaso, 1998),

Por su parte, la reducciéon de un 15% en la
fuerza de corte por efecto de la EE, es coin-
cidente con una sintesis de resultados cita-
dos por Stiffler et al. (1); sobre un total de
331 animales de distintos trabajos, con die-
tas y categorias diferentes, encontraron una
mejora promedio de WBFS de un 21,6%, a
la vez que una mejora en la puntuacién por
panel sensorial de un 19,7%.

De los trabajos revisados que analizaron la
utilizaciéon de EE a lo largo de la madura-
cion, Savell et al. (1978) y Martin et al.
(1983), trabajando con EE de alto voltaje,
encontraron respuestas mayores en carnes
con maduraciones menores a los 8 dias.
Wheeler et al. (1990), reportaron interaccién
entre el efecto de la EE y los tiempos de
maduracion, sefalando que la EE mejoraba
la terneza sensorial y disminuia la fuerza de
corte (WBFS), a tasas decrecientes, a medida
que aumentaba el tiempo de maduraciéon de
7 a 28 dias. La bibliografia revisada a este
respecto, sugeriria que la ausencia de inter-
accion en este trabajo en particular, podria
estar explicada porque los tiempos de madu-
racion evaluados fueron inferiores a 7 dias.

Los resultados obtenidos con el analisis sen-
sorial, confirman la misma tendencia encon-
trada en el anadlisis instrumental, con un
efecto mas importante del tiempo de
maduracion (P < 0,001), frente a la EE (P <
0,05), sin evidenciarse efectos de interaccion
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entre los tratamientos. La mayor sensibili-
dad de esta prueba, frente a la valoracion
instrumental realizada por la cizalla de War-
ner Bratzler, concuerda con lo sefalado por
Bianchi (2007), trabajando con carne ovina.

De los tres parametros sensoriales evalua-
dos, la utilizacién de EE mejoré la terneza
de la carne, sin mostrar efectos significati-
vos (P > 0,10) en calidad de sabor o acepta-
bilidad general de la carne.

Estos resultados son coincidentes con los de
Crouse et al. (1983), Miller et al. (1987) y
Wheeler et al. (1990), en los que la EE mejoré
la terneza de muestras del musculo Longissi-
mus dorsi con maduraciones de 7 dias. Aun-
que todavia es discutido el mecanismo exacto
por el cual actia la EE mejorando la terneza
de la carne, algunos autores sugieren que
esta técnica previene el acortamiento por frio
(Bendall, 1976), promueve la activaciéon y
liberacién enzimatica (Ferguson et al., 2000)
y provoca la ruptura de las fibras musculares
(Takahashi et al., 1984; Ho et al., 1986).

El tiempo de maduraciéon es un componente
fundamental en el desarrollo de los precur-
sores del sabor de la carne (Ouali, 1996). En
los experimentos de Campo et al. (1998) y
Adelino (2002), los atributos de terneza,
jugosidad, olor (intensidad global, olor a
higado y calidad del olor) y sabor (intensi-
dad global de sabor, sabor acido, sabor higa-
do, calidad de sabor), aumentaron conforme
lo hizo la maduracioén, sugiriendo la necesi-
dad de un periodo de maduraciéon minimo
para mejorar la terneza y el desarrollo de los
sabores caracteristicos en la carne bovina. En
este trabajo la calidad del sabor mejoré a
partir de los 3 dias de maduracién, mientras
que la aceptabilidad continué mejorando las
notas hasta los 7 dias de maduracion.

Los resultados del presente experimento
indican que la utilizacion de EE de bajo vol-
taje a canales vacunas durante la faena,
mejora el color y la terneza instrumental y
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sensorial en carnes que se consumen o se
congelan en periodos menores a 7 dias. La
maduracién, de acuerdo a lo esperado,
mejoro la terneza instrumental y todos los
parametros organolépticos calificados por
el panel de consumidores.
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PREMIOS DE PRENSA AGRARIA 2009
DE LA
ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO

La Asociacion Interprofesional para el Desarrollo Agrario (AIDA) acordé en
Asamblea General celebrada en mayo de 1983, instaurar un premio anual de Prensa
Agraria, con el objetivo de hacer destacar aquel articulo de los publicados en ITEA
que reuna las mejores caracteristicas técnicas, cientificas y de valor divulgativo, y
que refleje a juicio del jurado, el espiritu fundacional de AIDA de hacer de transmisor
de conocimientos hacia el profesional, técnico o empresario agrario. Se concedera
un premio, pudiendo quedar desierto.

Los premios se regiran de acuerdo a las siguientes

BASES

1. Podran concursar todos los articulos que versen sobre cualquier tema técnico-
econémico-agrario.

2. Los articulos que podran acceder al premio serdn todos aquellos que se publi-
quen en ITEA en el afio 2008. Consecuentemente, los originales deberan ser
enviados de acuerdo con las normas de ITEA y aprobados por su Comité de
Redaccién.

3. El jurado estard constituido por las siguientes personas:
a) Presidente de AIDA, que presidira el jurado.
b) Director de la revista ITEA, que actuara de Secretario.
¢) Director Gerente del CITA (Diputacién General de Aragon).
d) Director del Instituto Agronémico Mediterraneo de Zaragoza.
e) Director de la Estacion Experimental de Aula Dei.
4. El premio sera anual y tendra una dotaciéon econémica.
5. Las deliberaciones del jurado seran secretas, y su fallo inapelable.

6. El fallo del jurado se daréd a conocer en la revista ITEA, y la entrega del premio
se realizard con motivo de la celebracién de las Jornadas de Estudio de AIDA.




CENTRO INTERNACIONAL DE ALTOS ESTUDIOS AGRONOMICOS MEDITERRANEOS
INSTITUTO AGRONOMICO MEDITERRANEO DE ZARAGOZA

CIHEAM/IAMZ - Cursos 2008-09-10

CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION

o *MEJORA GENETICA VEGETAL 29 Sep. 08/5 Jun. 09 Zaragoza IAMZ/UdL
,‘E GESTION DE RIESGOS EN LA AGRICULTURA 24-28 Nov. 08 Zaragoza IAMZ/MARM-ENESA
uwa MEDITERRANEA: SEGUROS AGRARIOS
W *OLIVICULTURA Y ELAIOTECNIA 28 Sep. 09/31 Mayo 10 Cérdoba UCO/JA/CSIC/COl/
>
> INIAMIAMZ
‘©  SALINIDAD DE SUELOS EN LOS SISTEMAS AGRARIOS: 26-31 Oct. 09 Zaragoza IAMZ/UE-Proyecto
U  IMPACTO Y GESTION Qualiwater
S ALIMENTOS FUNCIONALES: BASES CIENTIFICAS Y 15-19 Feb. 10 Zaragoza IAMZ
O  OPORTUNIDADES PARA EL SECTOR AGROALIMENTARIO
2 APLICACIONES DE LA BIOINFORMATICA EN MEJORA VEGETAL 12-16 Abr. 10 Zaragoza IAMZ
o

METODOS ESTADISTICOS EN GENOMICA ANIMAL 15-19 Sep. 08 Zaragoza IAMZ
=< EVALUACION Y ANALISIS PROSPECTIVO DE SISTEMAS 23-27 Feb. 09 Zaragoza IAMZ
= DEPRODUCCION DE RUMIANTES
‘Zt CONTROL Y ERRADICACION DE ENFERMEDADES ANIMALES 30 Mar./3 Abr. 09 Zaragoza IAMZ/OIE/FAO
>  REPRESENTATIVAS EN EL MEDITERRANEO
‘©  PRODUCCION ANIMAL Y GESTION DEL MEDIO AMBIENTE 25-30 Mayo 09 Zaragoza IAMZ
O *NUTRICION ANIMAL 5 Oct. 09/11 Jun. 10 Zaragoza IAMZ/UZ/FEDNA/
2 UPM
€  *MEJORA GENETICA ANIMAL Y BIOTECNOLOGIA DE LA 5 Oct. 09/30 Jun. 10 Valencia/ UPV/UAB/IAMZ/
o REPRODUCCION Barcelona IVIA/INIA/IRTA/

AGROALIMED

(*) Cursos de Especializacion de Postgrado del correspondiente Programa Master of Science (*marcados con asterisco en el listado). Se desarrollan
cada dos anos:

— MEJORA GENETICA VEGETAL: 08-09; 10-11; 12-13 ~ PLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL
_ OLIVICULTURA Y ELAIOTECNIA: 09-10; 11-12; 13-14 Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE: 08-09; 10-11; 12-13
_ NUTRICION ANIMAL: 09-10; 11-12; 13-14 — MARKETING AGROALIMENTARIO: 09-10; 11-12; 13-14
~ MEJORA GENETICA ANIMAL Y BIOTECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION: ~ — ACUICULTURA: 08-09;10-11; 12-13
09-10; 11-12; 13-14 — ECONOMIA Y GESTION DE LA ACTIVIDAD PESQUERA: 08-09;
10-11; 12-13

Se destinan primordialmente a titulados superiores en vias de especializacion de posgrado. No obstante se estructuran en unidades independientes para
facilitar la asistencia de profesionales interesados en aspectos parciales del programa. Los participantes que cumplan los requisitos académicos pueden
optar a la realizacion del 2° afio para la obtencion del Titulo Master of Science. El plazo de inscripcion para el curso de Olivicultura y elaiotecnia finaliza
el 15 de Abril 2009. El plazo de inscripcién para los cursos de Nutricion animal, Mejora genética animal y biotecnologia de la reproduccion y Marketing
agroalimentario finaliza el 2 de Mayo 2009. El plazo de inscripcion para los cursos de Mejora genética vegetal, Planificacion integrada para el desarrollo
rural y la gestion del medio ambiente, Acuicultura'y Economia y gestion de la actividad pesquera finaliza el 2 de Mayo 2010. El Estado Espaiol reconoce
el titulo Master of Science del CIHEAM otorgado a través del IAMZ como equivalente al titulo oficial de Master del sistema universitario espafol.

Los cursos de corta duracion estan orientados preferentemente a investigadores y profesionales relacionados en el desarrollo de sus funciones
con la tematica de los distintos cursos. El plazo de inscripcion para los cursos de corta duracion finaliza 90 dias antes de la fecha de inicio del curso.

Becas. Los candidatos de paises miembros del CIHEAM (Albania, Argelia, Egipto, Espafa, Francia, Grecia, Italia, Libano, Malta, Marruecos, Portu-
gal, Tunez y Turquia) podran solicitar becas que cubran los derechos de inscripcion, asi como becas que cubran los gastos de viaje y de estancia
durante el curso. Los candidatos de otros paises interesados en disponer de financiacion deberan solicitarla directamente a otras instituciones
nacionales o internacionales.

No obstante, en algunos cursos coorganizados con otras instituciones pueden existir becas destinadas a candidatos de algunos paises no miembros
del CIHEAM. Se recomienda consultar el correspondiente apartado de becas en el folleto informativo que se edita especificamente para cada uno
de los cursos programados.



CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION
*PLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL 29 Sep. 08/5 Jun. 09 Zaragoza IAMZ/UdL
Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE
l-l|_J ECONOMIA AMBIENTAL Y DE LOS RECURSOS NATURALES 2-13 Feb. 09 Zaragoza IAMZ
E EVALUACION Y SEGUIMIENTO DE LA DESERTIFICACION Y DE 28 Sep./3 Oct. 09 Zaragoza IAMZ/UE-
@ LA VULNERABILIDAD DE LOS SISTEMAS DE USO DEL SUELO Proyecto DeSurvey
=  PREDICCION DE LA DESERTIFICACION A MEDIO PLAZO 18-23 Ene. 10 Zaragoza IAMZ/UE-
g Proyecto DeSurvey
o ACUIFEROS COSTEROS PARA RIEGO Y ABASTECIMIENTO: 22-26 Mar. 10 Zaragoza IAMZ
W USO SOSTENIBLE Y ACTUACIONES DE REMEDIACION
2 GESTION ADAPTATIVA DEL BOSQUE MEDITERRANEO EN 10-14 Mayo 10 Zaragoza I1AMZ
UN CONTEXTO DE CAMBIO CLIMATICO: MITIGACION DE
IMPACTOS Y OPTIMIZACION DE RECURSOS
2
©
<
E MARKETING DE FRUTAS Y HORTALIZAS EN FRESCO 20-24 Oct. 08 Zaragoza IAMZ
< DESARROLLO DE NUEVOS PRODUCTOS AGROALIMENTARIOS 4-8 Mayo 09 Zaragoza I1AMZ
g *MARKETING AGROALIMENTARIO 5 Oct. 09/11 Jun. 10 Zaragoza IAMZ
w
=
o
(V]
*ACUICULTURA 31 Oct. 08/29 Mayo 09 Las Palmas de ULPGC/ICCM/IAMZ
Gran Canaria
*ECONOMIA Y GESTION DE LA ACTIVIDAD PESQUERA 6 Oct. 08/30 Abr. 09 Barcelona UB/MARM-SGM/IAMZ
é REPOBLACION Y MEJORA DE STOCKS PESQUEROS 15-19 Dic. 08 Zaragoza IAMZ
E GESTION DE LA SEGURIDAD DE LOS PRODUCTOS DEL 19-23 Ene. 09 Zaragoza IAMZ/FAO
5' MAR BASADA EN EL ANALISIS DE RIESGOS
VU METODOLOGIAS DE EVALUACION DE STOCKS DE PESCA 16-20 Mar. 09 Zaragoza IAMZ/CGPM
g EN EL MEDITERRANEO
< USO DE LOS SISTEMAS DE INFQRMACION GEOGRAFICA 8-19 Jun. 09 Zaragoza IAMZ/AECID/FAO
>  PARA PLANIFICACION Y GESTION EN PESCA Y ACUICULTURA
< ESTABLECIMIENTO Y GESTION DE AREAS MARINAS 8-13 Mar. 10 Zaragoza IAMZ/MARM-SGM
3 PROTEGIDAS DE INTERES PESQUERO
E NUEVAS PERSPECTIVAS PARA LAS CADENAS DE 26-30 Abr. 10 Zaragoza IAMZ/FAO
COMERCIALIZACION EN PESCA ARTESANAL
MEJORAS TECNOLOGICAS EN ARTES DE PESCA PARA 14-18 Jun. 10 Zaragoza IAMZ/AECID

UNA GESTION SOSTENIBLE

Informacion e inscripcion. Los folletos informativos de cada curso se editan 6-8 meses antes de la fecha de inicio. Dichos folletos, asi como los
correspondientes formularios de solicitud de admision pueden solicitarse a la direccion del IAMZ u obtenerse directamente de la pagina web:

Instituto Agronomico Mediterraneo de Zaragoza
Avenida de Montafana 1005, 50059 Zaragoza (Espafa)

Teléfono +34 976 716000 - Fax +34 976 716001 - e-mail iamz@iamz.ciheam.org
www.iamz.ciheam.org






INSCRIPCION EN AIDA

* Si desea Ud. pertenecer a la Asociacién, rellene la ficha de inscripcion asi como la carta para
la domiciliacion del pago de la cuota de asociado y envielas a AIDA Avda. Montafana 930.
50059 Zaragoza.

El abajo firmante solicita su inscripcion como miembro de la Asociaciéon Interprofesional
para el Desarrollo Agrario.

e 1= |1 Lo 1S [\ o]0 0] o] o SR
(DY T Talel oY g T oY1y - | SRS
L] =1 e o o X R
Profesion.......cccceeeeeneeeieceece e, Empresa de trabajo........ccooiiiiiiiiiii e
Area en que desarrolla su actividad Profesional ...........cccceeeueuererereeeeeeeeeeeee e eseeeeenas

CUOTA ANUAL: Firma.
[ ITEA 40 €

FORMA DE PAGO:

[ Cargo a cuenta corriente o libreta 1 Cargo a tarjeta

[ Cheque bancario ad VISA

Tarjeta nimero: d MASTERCARD

OO 0gooogoooogon Fecha de caducidad: /

SR.DIRECTOR DE.... ittt ettt st h e r et r e e e e ne e s e e ae e et ean e eneeenenneennenanen

Muy Sr. mio:

Ruego a Vd. se sirva adeudar en la cuenta cte./libreta N.%......cccceviiiinniinin e
que matengo en esa oficina, el recibo anual que serd presentado por la “Asociacion
Interprofesional para el Desarrollo Agrario”.

Atentamente,

Firmado:

BANCO O CAJA DE AHORROS: .....ceeeeeeeeeeecteteeeeeteteees s aeses s s sesenssassssan s sssssansssssesesananssssssnanasanen
SUCURSAL ..ottt sttt b s s s s e s s st s bt et s st s st st s s st s st en e s s s st n e
DIRECCION CALLE/PLAZA: ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae s eesas s s eenasaenssssssassessesanansans (VO
CODIGO POSTAL: oottt ceesssasss s s s es s s s s s s s s s s s s s s s s s s anasanas
POBLACION: ...vuvieiectcteieceete et es et ee ettt a et s sttt s s s s st en s s sanas
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