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Resumen

El objetivo fue obtener e identificar aislados
nativos de Trichoderma spp. en suelos sembrados
con tomate en Tlayacapan, Morelos (México),
con problemas de Alternaria solani y Phytophtho-
ra infestans; asimismo, determinar su capacidad
antagénica in vitro. Trichoderma se aisl6 directa-
mente del suelo por el método de dilucién en placa
con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA).
La capacidad antagénica se evalué6 mediante el
método del papel celofan y la clase de antagonis-
mo con la técnica de cultivos duales. Los datos se
sometieron a un analisis de varianza y pruebas de
Tukey. Se obtuvieron 20 aislados de Trichoder-
ma. El rango de porcentajes de inhibicién del cre-
cimiento micelial de los fitopatégenos por los ais-

lados vari6 desde 38.8 a 81.3% en A. solani; y
desde 16.3 a 85.5% en P, infestans. Se seleccio-
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Abstract

The objective was to obtain and identify nati-
ve isolates of Trichoderma spp. from soils cultiva-
ted with tomato in Tlayacapan, Morelos, México
with incidence of Alternaria solani and Phyto-
phthora infestans; also, to determine their in vitro
antagonistic capacity. Trichoderma was isolated
directly from the soil by the dilution method in
Petri dish with potato-dextrose-agar (PDA) me-
dium culture. The antagonistic capacity was eva-
luated throughout the cellophane technique and
antagonism class with the dual cultures technique.
Analyses of variance were used and mean separa-
tion was achieved using the Tukey test. 20 isolates
of Trichoderma were obtained. The percentage of
inhibition of the growth mycelium of plant patho-
gen for the isolates varied from 38.8 to 81.3% in
A. solani and from 16.3 to 85.5% in P, infestans.
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naron 10 aislados que inhibieron al menos el 65%
del crecimiento, que pertenecen a las especies: 7.
harzianum (Thz), T. longibrachiatum (T1) y T.
koningii (Tk). Los aislados T1-17, TI-19, TI-
20, T1-21, Thz-16 y Tk-4, seleccionados contra
A. solani, presentan antagonismo clase 1, sobre-
creciendo al fitopatégeno y esporulando sobre él.
Los aislados THz-17, Thz-18, T1-17, TI-18y
TI1-19 seleccionados contra P, infestans, presen-
tan antagonismo clase 2 y Thz19 antagonismo
clase 3. Por su accién antagénica in vitro sobre P.
infestans y A. solani, puede considerarse a Tri-
choderma como agente promisorio en el control
biolégico de las enfermedades que ocasionan es-
tos fitopatgenos.

Falabras clave

Trichoderma harzianum, T. longibrachiatum,
T. koningii, Phytophthora infestans, Alternaria
solani. Tizén tardio de la papa, Tizén temprano
de las solan4ceas.

Ten isolates that inhibited at least 65% of the
growth were selected: T. harzianum (Thz), T. lon-
gibrachiatum (T1) and T. koningii (Tk). The iso-
lates T1-17, T1-19, T1-20, T1-21, Thz-16 and
Tk-4, selected against A. solani, presented anta-
gonism class | by over-growing the plant patho-
gen and sporulating on it. The isolates Thz-17,
Thz-18, TI-17, T1-18 and T1-19 selected against
P. infestans, present antagonism class 2 and
Thz19 antagonism class 3. For its antagonistic
action in vifro on P, infestans and A. solani, Tri-
choderma can be considered as a promissory agent
in the biological control of the diseases caused by
these plant pathogens.

Key words

Trichoderma harzianum, T. longibrachiatum,
T. koningii, Phytophthora infestans, Alternaria
solani, Potato late smut, Solanaceous early smut.

Introduccién

os problemas fitosanitarios constituyen el principal limitante del cultivo del
tomate (Lycopersicum esculentum Mill) en las zonas productoras de México;

por su importancia econémica destacan las enfermedades fungosas; en particu-

lar, el tizén tardio causado por Phytophthora infestans (Mont) De Bary y el tizén
temprano, ocasionado por Alternaria solani [Ellis y Martin], los cuales afectan ramas,
peciolos, hojas tallos y frutos, causando una disminucién considerable de la produc-
cién [Fraire, 1993]. Tradicionalmente el control de estos patégenos ha sido por
agroquimicos, los cuales se aplican a la semilla, follaje y al suelo, con resultados favora-
bles; sin embargo, su uso trae como consecuencia efectos nocivos sobre el ambiente
debido a su residualidad, lo que provoca que se acumulen en cuerpos de agua, suelo,
plantas y animales; ademas, generan resistencia por parte de los fitopatégenos, sin
olvidar el detrimento que causa en la salud humana. Lo anterior justifica plenamente la
bisqueda de agentes de control biolégico (CB) como una alternativa viable al uso
indiscriminado de plaguicidas en la agricultura.

El CB ideal considera que el antagonista se introduce solamente cuando hay nece-
sidad de una mayor efectividad; la poblacién antagonista no necesita ser mas grande
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que aquella que suprime adecuadamente al inéculo primario del patégeno o al progreso
de la enfermedad; por lo tanto, para utilizar agentes de CB y tener una mayor efectivi-
dad en el registro, el mejor aliado en el control de enfermedades de plantas es contar
con una gran variedad de microorganismos nativos factibles de utilizarse. Tanto los
hongos como las bacterias son reconocidos por ser participantes comunes para supri-
mir naturalmente fitopatégenos en los cultivos, los cuales limitan la severidad de las
enfermedades; por ello, es importante obtener, propagar y evaluar aislados nativos
adaptadas a las condiciones ambientales para un determinado lugar. Los hongos mas
utilizados y conocidos en CB pertenecen a los Hyphomycetes; entre ellos, los géneros
Trichoderma, Penicilium y Gliocladium. El género Trichoderma esta catalogado entre los
agentes de control biolégico mas eficientes debido al amplio espectro antagonista que
presentan; las enzimas extracelulares que producen con actividad antibiética, el mico-
parasitismo y por la habilidad de incrementar el desarrollo y crecimiento de las plantas,
entre otros mecanismos de acciéon [Howell, 2003; Harman et al,, 2004; Benitez et
al., 2004].

Trichoderma spp., se utiliza como agente de biocontrol contra hongos fitopatége-
nos como Rhizoctonia spp., Pythium spp., Botrytis cinerea y Fusarium spp., entre
otros [Zeilinger y Omann, 2007] y ha demostrado efectividad al reducir in vivo hasta
un 65% la tristeza causada por Phytophthora capsici en pimiento [Ezziyyani et al.,
2004]. Considerando lo anterior, el uso de Trichoderma spp. es una alternativa con
potencial para el control de muchas enfermedades; sin embargo, es importante obtener
y evaluar aislados nativos con suficiente capacidad antagénica para controlar a los
fitopatégenos en la misma localidad referida. En este sentido, los objetivos de investi-
gacién fueron: a) Obtener e identificar aislados nativos de Trichoderma spp. proceden-
tes de suelos cultivados con tomate en Tlayacapan, Morelos (México). b) Evaluar su
capacidad antagénica in vitro sobre Phytophthora infestans y Alternaria solani. Y,
finalmente: ¢) Seleccionar los aislados mas agresivos y clasificar el tipo de antagonis-
mo.

Materiales y métodos

Localizacién. La investigacién se realizé en el Centro de Estudios Profesionales (CEP)
del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGRO); el cual
esta ubicado en el Km. 14.5 de la carretera Iguala-Cocula, México, a 18° 19’ latitud
norte y 99° 39’ longitud oeste; a 640 m de altitud. En esta regién el clima es el mas
seco de los sub-hiimedos; la precipitacién media anual es de 767 mm; y la temperatura
media anual es de 26.4°C [Garcia, 1973].

Aislamiento e identificacién de Trichoderma spp. LLas muestras de suelo se colecta-
ron en un cultivo de tomate en Tlayacapan, Morelos (México), durante el ciclo otofio-
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invierno; donde las plantas presentaban los sintomas tipicos del tizén temprano y el
tizén tardio con una severidad del 70%, aproximadamente. En el sitio experimental
primero se colectaron 5 submuestras de 1 kg de suelo, bajo los lineamientos del método
cinco de oros, las cuales se mezclaron y se homogenizaron, tomandose 1 kg como
representativo del lugar. La colecta fue ubicada en los primeros 20 cm de profundidad,
eliminado la materia organica superficial. El suelo se deposité en bolsas de plastico y se
transport6 al laboratorio de Fitopatologia del CEP-CSAEGRO y se mantuvo en
refrigeracién a 4° C hasta su utilizacién. El suelo de esta localidad se caracteriza por
presentar textura franco arenosa, con una materia organica de 1.21% y el pH de 4.6.
Los aislados de Trichoderma spp. se obtuvieron directamente del suelo por el método
de dilucién placa [Nelson et al., 1983]. El suelo fue diluido 1/1000 (p/v) y una
alicuota de 0.5 ml de esa suspensién se dispersé uniformemente sobre la superficie de
una caja Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Las placas se incuba-
ron a 27°C £ 1, con 12 h luz / oscuridad y 40% de humedad relativa, durante ocho
dias. En total se utilizaron 20 cajas Petri por la muestra de suelo colectada.

La colonia de Trichoderma se reconocié por su forma de crecimiento caracteristico
de parches o cojines verdes de conidias. Posteriormente, se aislaron y purificaron las
colonias que aparecieron durante los cinco y siete dias, después de la siembra; las
colonias de 10 dias se observaron al microscopio compuesto, corroborando que pre-
sentaran las caracteristicas de género, como es conidiéforo hialino, muy ramificado,
no verticilado; fialides individuales o en grupos, conidias hialinas de una célula, ovoi-
des nacidas en pequefios racimos terminales [Barnett y Hunter, 1998]. Los aislados
se mantuvieron a 25°C en tubos inclinados con PDA, hasta su uso.

Las especies 1. harzianum (Th), T. longibrachiatum (T1) y T. koningii (Tk), se
identificaron con base en las claves de Rifai (1969) y con las siguientes caracteristi-
cas: Conidiéforo emanado o indefinidamente dispuesto en pustulas planas. Conidias
globosas a subglobosas u ovoides, menor que 3.5mm x 2.5mm corresponde a Th
[Bissett, 1991]. Fialides frecuentemente surgidas solas, particularmente hacia el api-
ce del conidiéforo y es ramificado; produce fialides intercalares. Conidiéforo escasa-
mente ramificado; fialides casi cilindricas apenas o no todas constrefiidas en la base,
conidia méas larga que 4.0 x 2.5mm m&s o menos ovoide, variable en tamafio, pero
usualmente mas corto que 5mm corresponde a T [Bissett, 1984]. Fialides surgidas
en falsos verticilos, conidiéforo con ramas cortas y raramente ramificado, no produce
fidlides intercalares. LLa conidia con paredes lisas, principalmente globoso y mayor que
3.5mm de didmetro, corresponde a Tk [Bissett, 1984].

Aislamiento e identificacion de los hongos fitopatégenos. Se colecté material vegeta-
tivo enfermo, en parcelas de tomate de los productores del municipio de Tlayacapan,
Morelos (México), con sintomas tipicos de A. solani y P, infestans; se guardaron en
bolsas de plastico y se trasladaron al laboratorio de fitopatologia del CEP-CSAE-
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GRO. Bajo condiciones asépticas se sembré en medio de cultivo PDA, trozos de
hoja y raiz; de las colonias fungosas que se originaron, se transfirieron puntas de hifas
para obtener cultivos puros. La identificacién se basé en las caracteristicas morfolégi-
cas, para lo cual se tomaron en cuenta el color y la forma de las colonias, la septacién y
la ramificacién de las hifas, estructuras reproductivas [Barnett y Hunter, 1998; Ro-
mero, 1988], asi como las principales caracteristicas taxonémicas que permiten la
identificacién de cada hongo fitopatégeno.

Evaluacién de la capacidad antagénica de Trichoderma spp. Se utilizé la técnica
del papel celofan [Dennis y Webster, 197 1a] para seleccionar aquellos aislados de
Trichoderma que presentaran capacidad antagénica in vitro, al inhibir o retardar el
crecimiento del micelio de A. solani y P, infestans. Se cortan circulos de 8.5 cm de
diametro de papel celofan, los cuales se esterilizan antes de colocarlos bajo condiciones
asépticas dentro de la caja Petri, sobre el medio de cultivo PDA; posteriormente, se
inoculé cada caja, depositando en la parte central del papel celofan con un disco de 5
mm de diametro, de cada uno de los diferentes aislados de Trichoderma spp., de culti-
vos de ocho dias de edad (en promedio) crecidos en PDA. Después de la inoculacién
con el antagonista, las cajas se incubaron a una temperatura de 27°C = 1, con un
periodo de luz fluorescente de 12 h, en un periodo de 1 a 2 dias; transcurrido ese
tiempo, el papel celofan se retiré con el crecimiento de Trichoderma, extrayéndolo
cuidadosamente para evitar que alguna espora del hongo se quedara adherida a las
paredes de la caja Petri o al medio de cultivo, y por lo consiguiente, continuara crecien-
do sobre el PDA.

Una vez retirado el papel celofan con el crecimiento de Trichoderma, se inoculé en
el centro de esa misma caja Petri, colocando un disco de 5 mm de didmetro del fitopa-
tégeno A. solani y/o P, infestans, segin el caso. Se midi6 diariamente el didmetro de la
colonia del hongo expresado en mm, hasta que el testigo llené la caja Petri. Para cada
fitopatégeno se tuvieron 21 tratamientos, que corresponden a las 20 aislados de Tri-
choderma vy el testigo que, segitin el caso, A. solani y P. infestans, distribuidos en un
disefio experimental completamente al azar, con cuatro repeticiones.

La variable en estudio fue el porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio
de los fitopatégenos, el cual se calculé con base en la siguiente férmula:

% de inhibicién = [(D1-D2)/D1] x 100

En donde: D1 = diametro de la colonia de A. solani y/o P. infestans creciendo en
cajas con PDA libre de inhibidores y D2 = didmetro de la colonia fungosa de A.
solani y/o P. infestans creciendo en cajas con PDA, donde anteriormente crecié
Trichoderma spp., sobre el papel celofan, impregnando al medio de cultivo de enzimas
y metabolitos secundarios producidos por este hongo inhibidor [Worasatit et al., 1994].
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Se seleccionaron para las siguientes pruebas in vitro, los aislados que inhiban 65% y
70% el crecimiento de micelio de A. solani y/o P. infestans, respectivamente.

Tasa de crecimiento y esporulacién. Se sembré, en el centro de cajas Petri con
PDA, un disco de 5 mm de didmetro de cultivos activos de 10 dias de edad crecidos
en PDA y se incub6é a 25°C, 12 h luz/oscuridad y 40% de humedad relativa. Se
midi6 el crecimiento radial diariamente con una regla graduada en mm hasta que se
cubriera totalmente la superficie del medio. Se formaron 12 tratamientos que corres-
ponden a: 10 de los aislados seleccionados de Trichoderma spp. y los dos fitopatégenos,
distribuidos en un disefio experimental completamente al azar con 4 repeticiones. La
capacidad de esporulacién se estimé visualmente después de 6 dias de incubacién. Se
utilizé una escala arbitraria de la siguiente manera; muy abundante: cuando cubria del
80-100% la superficie del medio; abundante: cuando cubria alrededor del 50-79%;
intermedia: cuando cubria aproximadamente del 11-49%; escasa: cuando se observé
menos del 1-10% de esporulacién en la superficie; y nula: cuando no se observé
esporulacién.

Clase de antagonismo de Trichoderma spp. sobre A. solani y P. infestans en cultivos
apareados. Para evaluar y clasificar el tipo de antagonismo, segiin Bell et al. [1982],
se utilizé la técnica del cultivo apareado [Cherif y Benhamou, 1990], midiendo la
zona de interaccién entre cada una de los aislados de Trichoderma con cada uno de los
fitopatégenos. En cajas Petri con PDA se depositaron, en un extremo de la caja,
discos de micelio de 5 mm de didmetro con colonias de 10 dias de edad, crecidas en
PDA de uno de los fitopatégenos (A. solani o P, infestans) y dos dias después, a 4 cm
de distancia, se colocaron discos de 5 mm de diametro de Trichoderma spp., con mice-
lio de colonias de 10 dias de edad, crecidas en PDA, incubandose a 25°C, 12 h luz/
oscuridad y 40% de humedad relativa.

Se tomaron lecturas cada 24 horas para determinar el nimero de dias al primer
contacto entre las hifas de los dos hongos, la zona de interseccién y a los 15 dias
después de la siembra de Trichoderma se clasificé el antagonismo, segiin la escala pro-
puesta por Bell et al. [1982], donde: 1 = Trichoderma sobrecrece completamente al
fitopatégeno y cubre totalmente la superficie del medio; 2 = Trichoderma sobrecrece
las dos terceras partes de la superficie del medio; 3 = Trichoderma y el fitopatégeno
colonizan cada uno, aproximadamente la mitad de la superficie y ningiin organismo
parece dominar al otro; 4 = el fitopatégeno coloniza las dos terceras partes de la
superficie del medio y parece resistir a la invasién por Trichoderma; y 5 = el fitopaté-
geno sobrecrece completamente a Trichoderma y ocupa la superficie total del medio. Se
evaluaron 6 tratamientos en el ensayo con Phytophthora y 6 en el de Alternaria, que
correspondieron a los aislados de Trichoderma seleccionados para cada fitopatégeno,
los cuales fueron distribuidos en un disefio experimental completamente al azar, con 4
repeticiones.
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Anadlisis estadistico. Los datos obtenidos para cada uno de los ensayos se sometie-
ron a un andlisis de varianza y una prueba de comparacién de medias de Tukey
(P<0.05), con el paquete estadistico SAS [1988]. En el caso de las variables con

valores en porcentaje, antes de someterlos al ANOVA y prueba de Tukey, se transfor-

maron mediante la férmula /x +(0.5 .

Resultados

Se obtuvieron 20 aislados de Trichoderma spp., a pesar de presentar poca cantidad de
materia organica y pH acido. Todas los aislados de Trichoderma inhibieron el creci-
miento del micelio de A. solani (Fcal.=19.28; P<0.0001) y P. infestans
(Fcal.=6.60; P<0.0001); los valores fluctuaron significativamente entre 38.8% a
81.3% y 16.3% a 85.5%, respectivamente; y en este caso, de las 20 aislados evalua-
das, al menos 10 inhibieron el crecimiento de ambos hongos en un 65%. Se seleccio-
naron 6 aislados contra A. solani y 6 contra P, infestans; los aislados 2 y 6 fueron los
nicos que lograron inhibir el crecimiento de ambos fitopatégenos (cuadro 1).

Cuadro 1. Inhibicién de A. solani y P. infestans por Trichoderma spp.,
a los 12 dias de incubacién.

2 Medias dentro de columnas seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey ¢t = 0.05).
* Aislado seleccionado contra A. solani;** Aislado seleccionado contra P. infestans.
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De los aislados seleccionados se identificaron tres especies: T. harzianum, T. lon-
gibrachiatum Rifai y T. koningii Oudem (cuadro 2).

Cuadro 2. Identificacién de los aislados seleccionados.

La tasa de crecimiento diario y la capacidad de esporulacién de los aislados de
Trichoderma spp., A. solani y P. infestans, se muestran en el cuadro 3. El analisis de
varianza indicé diferencias altamente significativas para el primer (Fcal.=48.16;
P<0.0001) y segundo dia de evaluacién (Fcal.=804.04; P<0.0001). Los aisla-
dos 4 (TI-18), 6 (TI1-19), 2 (T1-17) y 8 (T1-20) presentaron las mayores tasas de
crecimiento con 52.3, 51.3, 47.5 y 44.3 mm/dia, respectivamente, con esporulacién
abundante; estos mismos aislados fueron las que llenaron la caja a las 48 horas, con 85
mm. El aislado 17 (T1-21), present6 esporulacién escasa, y los aislados 10 (Thz-18),
7 (Thz-17) y 3 (Tk-4), muy abundante. Los valores mas bajos correspondieron a los
fitopatégenos con 5.0 y 14.25 mm/dia, para A. solani y P, infestans, respectivamente.
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Cuadro 3. Tasa de crecimiento diario y esporulacién de Trichoderma spp., P,
infestans y A. solani., a los 6 dias de incubacién.

_ - e

(mm) (mm)

2 Medias dentro de columnas seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey ¢t = 0.05)
Thz = T. harzianum; T1 = T. longibrachiatum; Tk = T. koningii.
Esporulacién: muy abundante = 80-100% de la superficie del medio; abundante = 50-79%; intermedia = 11-49%;

escasa = 1-10%.

Los resultados de la interaccién de los cultivos apareados se presentan en el cuadro
4. Tanto en A. solani como en P infestans, a pesar de que se le dieron dos dias de
ventaja por su lento crecimiento en comparacién con Trichoderma, los dias a primer
contacto entre hifas, el comportamiento fue muy heterogéneo y altamente significativo,

los valores variaron de 2.0 a 3.0 dias con A. solani (Fcal.=23.40; P<0.0001) y
1.0 a 2.0 dias con P. infestans (Fcal.=631.58; P<0.0001). La mayorfa de los
aislados de Trichoderma presentaron zona de sobrecrecimiento visible con las hifas de
A. solani y P infestans. Entre mayor es el area de sobrecrecimiento, mayor es la
agresividad por parte del hongo antagénico. La cepa 6 (T1-19), present6 la mayor
zona de traslape con 56.0 mm en A. solani, estadisticamente iguales a las demas
(Fcal.=1.38; P<0.2787) y los aislados 7 (Thz-17) y 10 (THz-18), con 24.8 y
22.3 mm, respectivamente, en P infestans, estadisticamente diferentes a las otras
(Fcal.=167.55; Ppn0.0001).

En A. solani todas los aislados seleccionados se ubicaron en la clase 1 de antago-
nismo y fueron capaces de sobrecrecer y esporular sobre el fitopatégeno; el aislado 3
(Tk-4), que fue el mayor porcentaje de inhibicién del micelio y es considerado exce-
lente antagonista. Para P, infestans todos los aislados se ubicaron en la clase 2, excepto
el 16 (Thz-19), el cual mostré antagonismo clase 3. Destaca el aislado 4 (T1-18), con
el mayor porcentaje de inhibicién del micelio y menor niimero de dias al primer contac-
to entre hifas.
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Cuadro 4. Efecto de seis aislados de Trichoderma sobre el desarrollo de A.

solani y P, infestans en cultivos duales, a los 6 dias de incubacién.

vClase de antagonismo, segiin Bell et al. (1982). (1 = Trichoderma sobrecrece al patégeno y cubre toda la superficie
del medio; 2 = Trichoderma sobrecrece 2/3 partes de la superficie del medio, detiene su crecimiento del fitopatégeno
y lo puede sobrecrecer; 3 = Trichoderma coloniza la mitad de la superficie del medio y ningin organismo es
dominante.

= Medias dentro de columnas seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey ¢x= 0.05).

Thz = T. harzianum; T1 = T. longibrachiatum; Tk = T. koningii.

Discusién

Un factor que puede afectar la densidad de poblacién de Trichoderma spp. en el suelo,
es la época del ano cuando se colecta la muestra [Widden y Abitbol, 1980]; se han
aislado poblaciones altas durante primavera-verano, comparado con el otofio-invierno
en zonas templadas de suelos forestales. En el presente estudio, a pesar de que se
colecté en invierno en una zona tropical, las poblaciones estimadas son similares a lo
reportado por Roiger et al. [1991], quienes colectaron durante el otofio en una zona
templada. Al respecto, Michel-Aceves et al. [2001], en otofio-invierno obtuvieron
106 aislados nativas, colectadas en 15 huertas comerciales de mango del Estado de
Guerrero y 10 del Estado de Colima. Hernandez [2005] en Tlaxmalac y Huitzuco,
Guerrero, obtuvo durante la primavera en 15 parcelas, donde se cultiva cacahuate, 10
y 2 aislados, respectivamente. En este contexto, Arzate-Vega et al. [2006], obtuvie-
ron 25 aislados en 15 huertas de platano en la regién de Costa Grande de Guerrero,
particularmente en la zona platanera de Tenexpa, Guerrero.
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Trichoderma spp. ha demostrado su eficiencia en el control de fitopatégenos que
atacan partes aéreas y de la raiz de las plantas [Nelson, 1991]. Los valores obtenidos
de inhibicién son superiores a los obtenidos por Michel-Aceves et al. [2001; 2005a],
quienes al evaluar el efecto antagénico de aislados nativos de Trichoderma spp, sobre el
crecimiento del micelio y potencial reproductivo de F. oxysporum y F. subglutinans, los
valores maximos de inhibicién fueron del 47.6% y 73.0%. Michel-Aceves et al.
[2005b], en otra investigacién, reportan un porcentaje de inhibicién de 77.8%, para
F. oxysporum f{. sp. lycopersici [Synder y Hansen]. En un trabajo similar Arzate et al.
[2006], al evaluar a Trichoderma spp., sobre Mycosphaerella fijiensis Morelet, selec-
cionaron 6 de 25 aislados que inhibieron al menos el 45% el crecimiento del micelio
del fitopatégeno.

En otros trabajos con otros hongos fitopatégenos de partes aéreas y almacén se han
reportado altos porcentajes de inhibicién [Harman et al., 1996; Castoria et al., 1997;
Elad, 2000]; al respecto, Michereff et al. [1995], al evaluar sobre una enfermedad
foliar causada por Curvularia eragrostidis en el cultivo del Yam (fame), indican una
inhibicién del 62 a 89%. En general, los resultados obtenidos concuerdan con las
conclusiones de Siwek et al. [1997], en el sentido de que las enzimas liticas produci-
das por las cepas de Trichoderma spp., son las responsables de la inhibicién in vitro y la
produccién de dichas enzimas participan también en el micoparasitismo y contribuyen
al control biolégico del patégeno. Ademas, permite hipotetizar potencial en el control
del fitopatégeno bajo condiciones de invernadero y campo.

Con base en las especies identificadas, se tiene una amplia variacién especifica e
intra especifica, lo cual puede explicar la gran capacidad de adaptacién de este grupo
de hongos y que estdn adaptadas al agroecosistema de tomate en el Municipio de
Tlayacapan, Morelos. Resultados similares fueron reportados por Roiger et al. [1991],
en huertas de manzana y arboles forestales asociados a la presencia de Phytophthora
cactorum [Lebert y Cohn] J. Schrot., agente causal de la pudricién de la corona en
manzano, como un recurso de biocontrol; ellos identificaron 5 especies: T. hamatum
[Bonord.] Bainier, T. harzianum, T. koningii, T. virens [Miller et al.] y T. viride
Pers.:Fr. En este sentido, Michel-Aceves et al. [2001], también reportan la identifi-
cacién de aislados obtenidos en huertas de mango asociadas a la presencia de F. subglu-
tinans y F. oxysporum, agentes causales de la “escoba de bruja” del mango; entre ellas:
T. harzianum, T. logibrachiatum, T. koningii, T. virens y T. minutisporum Rifai.

La tasa de crecimiento de Trichoderma y de los fitopatégenos, permite determinar
si en los cultivos apareados se debe sembrar uno de ellos antes (1 o 2 dias) para
conocer todo el potencial de los metabolitos secundarios de los hongos [Cherif y Ben-
hamou, 1990]. La colonizacién del 4rea compitiendo por espacio y nutrientes es una
manera de ejercer biocontrol, al reducir o detener completamente el desarrollo del
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micelio [Dennis y Webster, 1971b]. En otras investigaciones de cultivos apareados
entre Trichoderma spp. y varios fitopatégenos se han encontrado diferencias en el grado
de antagonismo [Hadar et al., 1979, Michel-Aceves et al., 2005a y b, Arzate-Vega et
al., 2006].

El fenémeno de que los aislados de Trichoderma tuvieran contactos rapidamente
hifas de P, infestans y A. solani, entre 1 y 3 dias, indican que existe agresividad; en
este sentido, Benhamou y Chet [1993], quienes reportan valores similares con con-
tacto desde el segundo dia después de la inoculacién entre T. harzianum y R. solani, lo
que muestra gran agresividad del antagénica y susceptibilidad del fitopatégeno. Sin
embargo, se pueden obtener resultados diferentes, como los encontrados por Michel-
Aceves et al. [2005a], quienes reportan dfas a primer contacto desde 3.7 hasta 10.7
en F. subglutinans. El sobrecrecimiento es un caracter ventajoso en la disputa por
colonizar el 4rea, compitiendo por espacio y nutrientes; ésta es una manera de ejercer
biocontrol, al reducir o detener completamente el desarrollo del micelio [Dennis y
Webster, 1971b].

Los resultados obtenidos en la clasificacién de antagonismo en ambos fitopatége-
nos son similares a Dennis y Webster [1971b] y Silva-Hanlin y Menezes [1997],
con la mayoria de las cepas agresivas, donde generalmente el fitopatégeno sobrecrece al
antagonista. Al respecto, Ribamar y Oliveira [1998], reportan clasificacién antagé-
nica de 1, 2 y 3 contra C. gloeosporioides. En este sentido, Michel et al. [2005a],
reportan contra F. subglutinans y F. oxysporum clases de antagonismo 1, 2 y 3; en Fs
se obtuvo menor nimero de cepas con antagonismo |, en comparacién con Fo. Asi-
mismo, en otra investigacién, Michel et al. [2005b], clasificaron el antagonismo de
20 aislados de Trichoderma contra F. oxysporum f.sp. lycopercisi y todas resultaron
clase 1; mientras que con S. rolfsii, s6lo 3 fueron clase 1 y 2, y en las demas cepas el
fitopatégeno fue mas agresivo. Todos los aislados con antagonismo clase 1 y 2 se
consideran antagonistas muy eficientes y con potencial de biocontrol suficiente para
seguir evaludndose bajo condiciones de invernadero y campo.

Conclusiones

Se obtuvieron 20 aislados y se identificaron tres especies: 1. harzianum, T.
longibrachiatum y T. koningii, de las cuales 10 aislados se seleccionaron por su capaci-
dad antagénica contra ambos fitopatégenos. Los aislados Tk-4 y TI-18 presentaron
mayor capacidad inhibitoria contra A. solani y P infestans, respectivamente. Los
resultados in vitro indican que se tienen aislados de Trichoderma spp., que por su
antagonismo sobre A. solani y P. infestans pueden ser agentes potenciales en el
biocontrol de las enfermedades que estos fitopatégenos ocasionan.
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Indicaciones para los autores

os autores que tengan interés en publicar algiin articulo en Avances en Investi-
gacién Agropecuaria (AIA) deberan ajustarse a los siguientes lineamientos:
publicaran articulos cientificos originales e inéditos relacionados con las cien-
clas agricolas o pecuarias, que de preferencia sean investigaciones inéditas en el trépi-
co de aplicacién practica a la problematica.
Las contribuciones quedaran dentro de las categorias siguientes:

* Trabajos cientificos originales

* Publicaciones por invitacién

* Estudios recapitulativos o de revisién

* Notas técnicas

Se entiende como trabajo cientifico original aquella publicacién redactada en tal
forma que un investigador competente y suficientemente especializado en el mismo
tema cientifico sea capaz, basdndose exclusivamente en las indicaciones del texto, de:

* Reproducir los experimentos y obtener los resultados que se describen con un

margen de error semejante o menor al que sefiala el autor.

* Repetir las observaciones y juzgar las conclusiones del autor.

* Verificar la exactitud de los analisis y deducciones que sirvieron al autor para

llegar a conclusiones.

Se entiende como una publicacién por invitacién aquella producida por un cienti-
fico que por su reconocimiento internacional sea invitado por el editor de la revista a
presentar un tema de particular interés sobre sus experiencias en investigacién original
o sobre una o varias informaciones cientificas nuevas. La redaccién es responsabilidad
exclusiva del autor, pero debera pasar por el Comité Editorial de la revista. El trabajo
no proporciona suficientes datos para que se puedan reproducir experimentos, obser-
vaciones y conclusiones.

Se entiende como estudio recapitulativo o de revisién el trabajo cuyo fin primor-
dial es resumir, analizar o discutir informaciones ya publicadas, relacionadas con un
solo tema.

Se entiende como notas técnicas a los escritos cuya redaccién sera de un maximo
de seis paginas, asi como no mas de dos cuadros o graficas. El texto no requerira de
separacién en parrafos ni de subtitulos, aunque tendra que estructurarse. Debera con-
tener: un resumen y un abstract de no mas de cien palabras; una introduccién breve en
la que se resaltara claramente el objetivo del trabajo; se continuar4 con los materiales y
métodos; en el caso de los resultados y discusién preferiblemente estardn combinados
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para evitar repeticiones; las conclusiones o recomendaciones deberan estar considera-
das en el texto, anotadas de forma clara y precisa. Las referencias en el texto y en la
literatura citada no podran ser excesivas, ya que la importancia de las notas técnicas
son la originalidad y la sintesis.

Criterios para la presentacién de originales

1. La revista acepta trabajos en espafol o inglés, en el cual deber4 presentarse un
resumen no mayor de 250 palabras en inglés y espafiol, asi como un méximo de 12
cuartillas por articulo (incluido resumen y literatura citada).

2. Deberan enwviar el original via internet al correo electrénico revaia(@ucol.mx o
alagropecuarias(@yahoo.com.mx, o bien en formato CD-ROM al domicilio de AlA;
en ambos casos observando las siguientes caracteristicas: en procesador de palabras
Word, con tipografia Times New Roman 12 puntos, a espacio sencillo. El formato de
los textos debe estar en .rtf o .doc. Es preferible evitar el uso de estilos confusos en
Word (es decir, no darle caracteristicas de disefio al texto, ni manipular fuentes o
tamafios en forma manual). Igualmente, adjuntaran tanto via electrénica como en CD-
ROM, una carta de aceptacién de la publicacién del texto inédito, cediendo asi los
derechos de dicha publicacién a AlIA, asi como responsabilizandose del contenido de
su articulo. De preferencia debera ser rubricado por el autor principal.

3. El Comité Editorial se reserva los derechos para la seleccién y publicacién de
los mismos.

4. El titulo de toda comunicacién deber ser tan corto como sea posible, siempre
que contenga las palabras clave del trabajo, de manera que permita identificar la natu-
raleza y contenido de éste, aun cuando se publique en citas e indices bibliograficos.
No se deben utilizar abreviaturas en el texto, a excepcién de aquellas que se indiquen
con paréntesis en la primera cita que se presente en el cuerpo del mismo. A continua-
ci6n del titulo ira el nombre del autor(es).

5. En la redaccién se respetaran las normas internacionales del Comité Internacio-
nal para las Revistas Médicas, relativas a las abreviaturas, o seguir la norma de los
articulos publicados en Avances en Investigacién Agropecuaria (AlA), tales como:
literatura citada, simbolos, nomenclatura anatémica, zoolégica, botanica, quimica, a la
transliteracién terminolégica, sistemas de unidades, etcétera.

6. Todo trabajo se dividira en las siguientes secciones:

* Titulo (en espafiol e inglés, no mayor de 15 palabras)

* Autores (indispensable: el domicilio fisico de la institucién de donde provenga

el autor, asi como el correo electrénico del autor y el institucional)

* Resumen en espafiol (un méximo de 250 palabras)
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o Abstract (en inglés)

Palabras clave (no incluidas en el titulo)

* Introduccién (concisa, planteando los objetivos)

* Materiales y métodos (breve, pero con los detalles que permitan reproducir las

experiencias)

* Resultados

* Discusién

* Conclusiones

* Literatura citada

* Cuadros, figuras y fotos (como se indica en los siguientes parrafos, cada uno por

separado).

7. El formato de las ilustraciones debe ajustarse a las extensiones de archivo: “.tif
o “Jpg”.

En el caso de las fotografias (digitalizadas), deberan estar insertadas con claridad,
con una resolucién minima de 300 ppp, en formato “.tif”, las cuales quedaran impre-
sas en blanco y negro.

Los cuadros y graficas deben trabajarse en Excel y enviarse también por separado,
adema4s de las insertadas en el texto, e igualmente numeradas. En el caso de las graficas,
preferentemente seran en blanco y negro o con tonalidades grises.

Las férmulas y ecuaciones deben hacerse con un editor de ecuaciones y enwviarlas
también por separado, en el formato original, o como ilustracién, pero con una buena
resolucién grafica (300 ppp).

8. La literatura citada sélo debera contener los trabajos mencionados en el texto y
viceversa; se escribira de la manera siguiente:

Trabajos en revistas

* Apellido del primer autor(es). Se ordenaran alfabéticamente. En caso de que
tengan preposiciones (von, van, de, di u otras) se citaran después del apellido y
la primera letra de su(s) nombre(s); ejemplo: Berg van den, R. En caso de
apellidos compuestos se debe poner un guién entre ambos; ejemplo: Elfas-Calles,
E.

* Cuando existan dos autores, se anotara la conjuncién “y” para especificar que
se trata de sélo dos autores; siempre se utilizara un solo apellido por autor.
Ejemplo: Garcfa-Ulloa, M. y Garcia, J. C.

* Cuando sean mas de dos autores, se anotara una coma después de cada apellido,
seguido de la(s) letra(s) iniciales de los nombres de los autores, asi como un
punto y coma entre cada autor; ejemplo: Lépez, B.; Carmona, M. A.; Bucio,
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L. y Galina, M. A.

* Afo de aparicién del trabajo.

¢ El titulo del trabajo se anotard integramente, en letras cursivas. En el caso de
trabajos en espafiol, francés o inglés, los sustantivos se escribirdn con minidscu-
las.

* Nombre de la revista en forma abreviada de acuerdo con el Comité Internacional
para las Revistas Médicas.

* Nimero de volumen, niimero de revista entre paréntesis y enseguida dos puntos.

* Primera y dltima pagina del trabajo.

* Ejemplo: Palma, J. M.; Galina, M. A. y Silva, E. 1991. Produccién de leche
con (Cynodon pleoctostachyus) utilizando dos niveles de carga y de suplementacién.
Av. de Inv. Agropecuarias. 14(1): 129-140.

En el caso de citar varios trabajos del mismo autor se hara en orden cronolégico.

* Cuando del mismo autor aparezcan varios trabajos publicados en el mismo afo
y con diferentes colaboradores, se citaran de acuerdo con el orden alfabético del
nombre del segundo autor.

* Cuando sea el mismo autor y el mismo afio se debera incluir entre paréntesis las
letras (a), (b), progresivamente.

* Si se tratara de publicaciones que estén en prensa, habra de citarse la revista con
la anotacién (en prensa). Las comunicaciones personales (sélo escritas, no ver-
bales) no deberan figurar en la lista de la literatura citada. Se mencionaran como
nota de pie de pagina.

Libros

Se citaran de igual forma que las publicaciones periédicas, pero se anotara la
editorial y el pais de publicacién después del titulo. Ejemplo: Reyes, C. P. 1982.
Bioestadistica aplicada. Editorial Trillas. México. 217 pp.

Cuando se trate del capitulo de un libro de varios autores, se debe poner el nombre
del autor del capitulo, luego el titulo del capitulo, después el nombre de los editores y el
titulo del libro, seguido del pais, la casa editorial, afio y las paginas que abarca el
capitulo.

Tesis

Se anotaran igual que las publicaciones periédicas, sefialandolo en particular el
nivel, licenciatura, maestria o doctorado, la institucién y el pais. Ejemplos:

Rodriguez, J. P. 1992. Evaluacién del consumo voluntario aparente en ganado de
engorda mediante un modelo de simulacién. Tesis de licenciatura. Fes-Cuautitlan, Uni-
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versidad Auténoma de México. Cuautitlan, Estado de México. México.

Palma, J. M. 1991. Produccién de leche en el trépico seco utilizando pasto estrella
africana (Cynodon plectostachyus) o ensilado de maiz. Tesis de maestria. FMVZ.
Universidad Nacional Auténoma de México. México. D. F.

En caso de libros que incluyan articulos de diferentes autores (anuarios, etcétera)
se citara siempre el apellido e iniciales del (de los) autor (es) del articulo en referencia,
afo, titulo del trabajo, titulo de la obra, nombre del (de los) editor (es), nimero de
volumen en caso de que la obra conste de varios volimenes, paginas, editorial y lugar
donde aparecié.

Ejemplo: Hodgson, J. 1994. Manejo de pastos: teoria y prdctica. Editoral
DIANA. México, D. F. 252 pp.

Conferencias

Conferencias o discusiones que tnicamente se hayan publicado en las memorias
del congreso se citaran como sigue:

* Apellido e iniciales del (de los) autor (es)

* Afio de su publicacién

* Titulo del trabajo en cursivas

* Nombre del congreso del que se trate

* Lugar donde se llevé a cabo el congreso

* Casa editornal

* Paginas

Ejemplo: Loeza, L. R.; Angeles, A. A. y Cisneros, G. F. 1990. Alimentacién
de cerdos. Tercera reunién anual del Centro de Investigaciones Forestales y Agrope-
cuarias del Estado de Veracruz, Veracruz. En: Ziifiiga, J. L. y Cruz, J. A. Editores.
pp. 51-56.

Material electrénico

Cuando se emplee una referencia electrénica, se proporcionaran los siguientes
campos: autor, fecha, titulo y anexar la direccién consultada (URL) y la fecha de la
consulta.

Los articulos de una revista se anotaran de la siguiente forma: autor, fecha, titulo,
revista, volumen, paginas. Obtenido de la red mundial en (fecha): direccién en la red
(URL).

Ejemplo:

Sanchez, M. 2002. Potencial de las especies menores para los pequefios produc-
tores. http://www.virtualcentre.org/es/enl/keynote4.htm (Consultada el 20 enero de
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2003).

Los nombres cientificos y otras locuciones latinas se deben escribir en cursivas.

Abreviaturas
Las abreviaturas de uso méas frecuente se anotaran de la forma siguiente:
cal Caloria (s)
cm Centimetro (s)
°C Grado centigrado
Gramo
ha Hectarea
h Hora (s)
1. m. Intramuscular (mente)
L. Intravenosa (mente)
J Joule
ke Kilogramo (s)
km Kilémetro (s)
1 Litro (s)
log Logaritmo decimal
Mcal Megacaloria (s)
MJ Megajoule
m Metro (s)
msnm Metros sobre el nivel del mar
ue Microgramo (s)
w Microlitro (s)
um Micrémetro (s) micra(s)
mg Miligramo (s)
ml Mililitro (s)
mm Milimetro (s)
min Minuto (s)
ng Nanogramo (s)
P Probabilidad (estadistica)
Pag. P4gina
PC Protefna cruda
PCR Reaccién en cadena de polimerasa
pp. Péginas
ppm Partes por millén
% Por ciento (con nimero)
pm Revoluciones por minuto
seg Segundo (s)
t Tonelada (s)
TND Total de nutrientes digestibles
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UA Unidad animal

Ul Unidades internacionales
Vs Versus

xg Gravedades

Cualquier otra abreviatura se pondréa entre paréntesis inmediatamente después de
la(s) palabra(s) completa(s).

Consideraciones finales

a) El editor sometera todos los trabajos a arbitros de reconocido prestigio en su
area de especialidad, nacionales y extranjeros. Los trabajos deberan ser aprobados por
dos arbitros. Los autores pueden sugerir al editor, lectores especializados que deberan
tener las caracteristicas senaladas con anterioridad.

b) Los trabajos no aceptados para su publicacién se regresaran al autor, con un
anexo en el que se explicardn los motivos por los que se rechaza o las modificaciones
que deberan hacerse para ser reevaluados.
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Resumen

En este articulo se aportan algunos elemen-
tos metodolégicos para el uso de indicadores orien-
tados a evaluar la sostenibilidad de los sistemas
agrosilvopastoriles. Desde el punto de vista te6ri-
co se abordan: (I) las bases para la seleccién y/o
construccién de indicadores, (II) los fundamentos
generales para evaluar de forma multidimensio-
nal a la sostenibilidad, y (III) los procedimientos
para el uso de indicadores en la evaluacién de la
sostenibilidad de sistemas agrosilvopastoriles.
Desde el punto de vista practico, se sintetizan los
resultados de la aplicacién de la teoria en dos
ejercicios de evaluacién de la sostenibilidad de
sistemas agrosilvopastoriles: (I) uno con ovinos
criollos en Los Altos de Chiapas, México, y (II)
otro con cabras lecheras en la Sierra Norte de
Cadiz, Espaiia. Con ello, se pretende motivar a
los académicos a identificar, desarrollar, integrar
(agregar) y utilizar nuevos indicadores en la pers-
pectiva de evaluar la sostenibilidad de los diversos
sistemas agrosilvopastoriles. Dichas evaluaciones:
(I) permiten identificar las limitantes, las poten-

Silvopastoriles. Colima, México.

Abstract

This article provides some methodological
elements for the use of indicators to evaluate the
sustainability of agrosilvopastoral systems. From
a theoretical point of view, three issues are raised:
(I) the basis for the selection and/or construction
of indicators, (II) the general grounds for evalua-
ting the sustainability in a multidimensional man-
ner, and (III) the procedures for using indicators
in evaluating the sustainability of agrosilvopasto-
ral systems. From a practical point of view, results
of applying the theory are synthesized in two exer-
cises evaluating the sustainability of agrosilvopas-
toral systems, with: (I) creole ovines in the Chia-
pas Highlands in Mexico, and (II) dairy goats in
the Sierra Norte of Cadiz, Spain. With this, we
hope to motivate academics to identify, develop,
integrate (aggregate), and utilize new indicators
for evaluating the sustainability of diverse agrosil-
vopastoral systems. Such evaluations: (I) allow
for identifying limits, potential, and opportunities
of the systems; (II) are a valuable instrument for
multi-criteria decision making in the planned de-

AVANCES EN INVESTIGACION AGROPECUARIA * 3

Nahed. AIA. 12(3): 3-19
ISSN 0188789-0



Aspectos metodolégicos en la evaluacion...

cialidades y las oportunidades de los sistemas; (II)
son un instrumento valioso en la toma de decisio-
nes multicriterio para el disefio planificado de es-
cenarios deseables; y (III) guian la identificacién
de intervenciones planificadas en los sistemas para
modificar las tendencias actuales no deseables.

Palabras clave

sign of desirable scenarios; and (III) guide the
identification of planned interventions in the syste-
ms in order to modify current undesirable tenden-
cles.

Key words

Indicators, sustainability, multicriteria analy-

sis, sheep, goat, Chiapas, Cadiz.
Indicadores, sostenibilidad, analisis multicr-
terio, ovinos, caprinos, Chiapas, Cadiz.

Introduccién

onvencionalmente las investigaciones en produccién animal contemplan el uso

de variables e indicadores limitados, sin una perspectiva y una organizacién de

la evaluacién en el contexto de la sostenibilidad. Los indicadores técnicos y
econémicos utilizados responden al modelo convencional (agroindustrial) de desarro-
llo ganadero, y con excepcién de la ganaderia campesina; dicho modelo se ha orientado
a lograr los maximos incrementos de produccién con la mayor rentabilidad, sin impor-
tar la calidad de los productos y los efectos sobre los recursos naturales.

En México prevalece esta tendencia, con la desventaja de que est4d posicionado
como un pais abierto, poco competitivo y poco globalizado atin cuando la competitivi-
dad es, desde la década de los afios noventa, la clave para producir y comercializar
productos [Villareal y de Villareal, 2002]. Lograr la competitividad de los sistemas
ganaderos en general, y de los sistemas agrosilvopastoriles en particular, significa de-
mostrar las ventajas comparativas de sus tecnologfas y sus niveles de produccién, de la
calidad de sus productos ganaderos y especialmente de la inocuidad para la salud de los
consumidores, asi como de los beneficios ambientales y sociales que aportan.

Evaluar los sistemas agrosilvopastoriles desde esta perspectiva requiere de una
metodologia multicriterio o multidimensional para la toma de decisiones en el 4ambito
tecnolégico, econémico, ambiental y social [Munda, 2004; Falconi y Burbano, 2004].
En este sentido, el concepto sostenibilidad resulta adecuado, y de manera sintética
puede definirse como la habilidad de un sistema para mantener la productividad o
utilizar el recurso sin reducir su stock fisico a lo largo del tiempo, aun cuando sea
sometido a estrés o perturbaciones fuertes [Conway, 1987].

Un sistema agrosilvopastoril es sustentable si es capaz de reproducirse a si mismo
por tiempo razonable, y si puede cambiar oportunamente —cuando las condiciones asi
lo exigen— para seguir funcionando en el largo plazo. Para que esto ocurra, los recur-
sos y procesos ecolégicos y sociales que lo hacen funcionar deben ser capaces de
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reproducirse, y —por lo tanto— de autorregularse, de coordinarse para ser compati-
bles, de amortiguar oportunamente las perturbaciones coyunturales adversas, de reor-
ganizarse y de adaptarse cuando se presentan cambios estructurales internos y externos
[Nahed et al., 2006b]. Esta definicién muy genérica ayuda a saber qué debemos
evaluar cuando se pretende analizar la sostenibilidad de un sistema, pero requiere de
una metodologia para hacer operativo este analisis. Dicha metodologia de analisis,
sintesis y evaluacién se convierte en una valiosa herramienta de planificacién, ya que:
(I) permite conocer las tendencias de cambio que prevalecen en los sistemas producti-
vos y sus posibles consecuencias, y (II) contribuye a definir escenarios deseables, e
identificar una o varias intervenciones planificadas sobre el sistema que puedan modi-
ficar sus tendencias actuales no deseables.

En este trabajo se aportan algunos elementos metodolégicos para el uso de indica-
dores orientados a evaluar la sostenibilidad de los sistemas agrosilvopastoriles.

Elementos para la seleccién y/o construccién de indicadores

Los indicadores constituyen un componente fundamental de toda evaluacién. De acuerdo
con Chevalier et al. [1992], un indicador es una medida de la parte observable de un
fenémeno que permite valorar otra porcién no observable de dicho fenémeno, por lo
que se convierte en una variable proximal que indica determinada informacién sobre
una realidad que no se conoce de forma completa o directa. Es decir, un indicador es
la expresién sintética de una gran cantidad de datos, manteniendo la informacién esen-
cial [Padua, 1979]. Existen indicadores simples (variables) e indicadores complejos
(sintéticos, integradores o indices). Los primeros se obtienen directamente de medi-
ciones u observaciones y los segundos son multidimensionales, y se obtienen al combi-
nar varios indicadores simples mediante un sistema de ponderacién (suma ponderada)
que los jerarquiza [Falconi y Burbano, 2004]. A su vez, existen indicadores objetivos
y subjetivos. Los objetivos son los que se cuantifican o miden en forma exacta (son
conmensurables, como la biomasa forrajera o la riqueza de especies herbaceas o lefio-
sas) y los subjetivos o cualitativos hacen referencia a informacién basada en percepcio-
nes subjetivas de la realidad (son inconmensurables, es decir, son muy dificiles o impo-
sibles de medir, como el nivel socioeconémico de los ganaderos o la tecnologia de la
ordena de las explotaciones lecheras).

Los principales criterios en el uso de indicadores son: (I) tener el menor niimero
de variables para integrar a un indicador siempre que éstas sean representativas de los
mismos, y (II) se debe contar con procedimientos especificos de medicién para cada
indicador. En el caso de indicadores cualitativos, la dificultad reside en que éstos no
pueden medirse con escalas sencillas como las lineales, puesto que no existen patrones
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de medida universalmente definidos y aceptados, por lo que se puede elegir la escala
utilizada en otros trabajos o se construye una nueva, adaptada a las necesidades especi-
ficas [Padua, 1979].

Una escala es un continuo de valores ordenados correlativamente, que admite un
punto inicial y otro final (generalmente de 0 a 1). Las principales caracteristicas de las
escalas de medicién son: (I) los intervalos deben ser mutuamente excluyentes, es decir,
cada dato sélo debe pertenecer a una y sélo a una de las categorias de la escala; y (II)
las escalas deben ser exhaustivas, es decir, en ellas deben poder ubicarse todos los
valores posibles del indicador que se pretende medir [Infante y Zarate, 1990].

La definicién operacional de los indicadores o transformacién de conceptos a
indicadores o a indices (procedimiento para medir o estimar con precisién los datos
empiricos correspondientes) parte de la definicién teérica de los mismos, asi como del
conocimiento y la experiencia sobre el tema. Los indicadores complejos o integradores
(incluyendo los no fisicos o cualitativos que no pueden medirse con escalas lineales)
son construidos (operacionalizados) a partir de sus miltiples dimensiones e isomorfis-
mo (semejanza de los rasgos estructurales de un concepto teérico con su definicién
operacional [Padua, 1979; Hernandez-Sampieri et al., 2006]), sustentados en los
principios légico-matematicos de las escalas de medicién apropiadas: nominal, ordinal,
de intervalo o de razén [Infante y Zarate, 1990].

En ocasiones existen muchas variables posibles para integrar un mismo indicador
y resulta dificil encontrar cuéiles son las mas apropiadas para describirlo. En otros
casos, las variables encontradas no son faciles de medir y deben ser cambiadas por
otras menos confiables pero mas accesibles. También puede darse el caso de que algu-
nas variables seleccionadas no midan exactamente el indicador, sino algtin aspecto
colateral con menor relevancia [Sarandén, 2002].

Tanto la identificacién y seleccién apropiada de indicadores simples o el desarrollo
de indicadores complejos requieren de mucho cuidado y experiencia, una aguda intui-
cién, sélidos conocimientos sobre el tema a investigar [Padua, 1979] y sobre todo,
mucha apertura a recibir sugerencias. Deben seleccionarse sélo aquellos indicadores
de facil obtencién y que muestren alta confiabilidad de la informacién, dependiendo
del nivel de precisién a que se quiera llegar, asi como de las capacidades econémicas y
de los recursos humanos que se tenga.

Fundamentos para evaluar la sostenibilidad

La sostenibilidad es un paradigma que pretende cumplir simultineamente con objeti-
vos de dimensiones productivas, econémicas, sociales, culturales y ecolégicas o am-
bientales [Sarandén, 2002]. Para abordar todas estas dimensiones, la evaluacién de la
sostenibilidad de un proceso de produccién agrosilvopastoril debe hacerse mediante el
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enfoque de sistemas dinamicos, y en forma multidisciplinaria [Kaufman y Cleveland,
1995; Belcher et al., 2004]. Para ello, no existen pardmetros ni criterios universales,
y las herramientas y/o metodologias apropiadas atin estan en proceso de desarrollo.

Para que el analisis de sostenibilidad sea operativo, es conveniente caracterizar el
comportamiento de un ndimero apropiado de indicadores relevantes. Estos deben ser
adecuados a los objetivos y escala de analisis, integrar variables, ser sensibles a un
amplio rango de condiciones y a los cambios en el tiempo, poderse medir de manera
facil y confiable, y ser sencillos de entender [Sarandén, 2002; Masera et al., 1999].

Los indicadores deben poder detectar las propiedades mas relevantes de los siste-
mas agrosilvopastoriles y sus tendencias de cambio; dichas propiedades son atributos o
cualidades que los sistemas deben cumplir para ser sostenibles. Algunas de las propie-
dades basicas descritas por Conway [1987], Marten [1988] y Kaine y Tozer [2005]
son productividad, estabilidad, sostenibilidad, equidad, resiliencia y autonomia. En
este contexto, Masera et al. [1999] proponen El Marco para la Evaluacién de Siste-
mas de Manejo de Recursos Naturales incorporando Indicadores de Sostenibilidad
(MESMIS). Este marco integra siete propiedades generales (atributos) que los siste-
mas deben cumplir para ser sostenibles: productividad, estabilidad, resiliencia, confia-
bilidad, adaptabilidad (o flexibilidad), equidad y autodependencia (o autogestién), los
cuales se definen a continuacién [Astier et al., 2008]:

Productividad: es el nivel de bienes y servicios (rendimientos, ganancias, servicios
ambientales, etcétera) que brinda el sistema por unidad de tiempo y por unidad de
insumo invertido.

Estabilidad: un sistema productivo es estable si tiene mecanismos internos que
autorregulan el estado de sus variables criticas, de manera que se mantengan en valores
que permiten que el sistema funcione. La estabilidad se pone de manifiesto cuando
alguna varable critica (p. ej. la productividad) es modificada por una perturbacién, y
ese mismo cambio crea las senales e interacciones sistémicas que hacen que la variable
regrese a su estado previo.

Resiliencia: sélo se presenta en sistemas estables. Es la velocidad con la que la
variable perturbada regresa a su estado previo. Refleja la eficiencia de los mecanismos
de autorregulacién del sistema.

Confiabilidad: las perturbaciones pueden llevar a una variable critica del sistema a
estados en los que ya no pueden operar los mecanismos de autorregulacién que permi-
ten que dicha perturbacién sea reversible. La confiabilidad es la probabilidad de que
esto ocurra. Depende de la frecuencia de la perturbacién, de la resistencia que ofrece
la variable al cambio, y de la amplitud del rango de valores en el que el cambio es
reversible.
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Adaptabilidad (o flexibilidad): un sistema productivo es adaptable si puede reor-
ganizarse para seguir funcionando cuando experimenta cambios internos o externos
irreversibles.

Equidad: un sistema productivo es equitativo si permite distribuir de manera apro-
piada los beneficios y costos entre los agentes sociales que participan en él (intra e
inter-generacionalmente). LLa equidad no sélo tiene un innegable valor ético sino que
es un mecanismo de autorregulacién social que contribuye a que el sistema pueda
persistir y evolucionar adecuadamente.

Autodependencia (o autogestion): las propiedades previas dependen en buena me-
dida de qué tanto el comportamiento del sistema depende de sus propios recursos,
interacciones y procesos internos para autorregularse y evolucionar, y qué tanto depen-
de de condiciones, perturbaciones e intervenciones externas que no controla.

De estas propiedades generales se derivan indicadores especificos, basados en
variables tecnolégicas, econémicas, sociales y ambientales. Los aspectos importantes a
considerar para el desarrollo y uso adecuado de tales indicadores son: (I) Antes de
elegir indicadores, se debe realizar una caracterizacién general de los sistemas que se
van a evaluar, considerando las areas de evaluacién y la(s) escala(s) espacial(es)
pertinente(s). Esta caracterizacién debe permitir identificar las fortalezas y los puntos
vulnerables del sistema; se deben elegir indicadores que permitan caracterizar con
mayor precisién dichas fortalezas y debilidades. (II) La escala temporal de la evalua-
ci6n. El periodo necesario para evaluar si un sistema es sostenible a corto o largo plazo
va de 7 a 25 afios [Smyth y Dumansky, 1995]. Si en la definicién de sostenibilidad se
habla de satisfacer las necesidades de las futuras generaciones, el horizonte temporal no
deberia ser menor a una generacién, es decir, 25 afios [Sarandén, 2002].

De acuerdo con Masera et al. [1999], la evaluacién de sostenibilidad debe reali-
zarse en forma comparativa, para lo cual existen dos vias: (I) la comparacién longitu-
dinal, que estudia la evolucién de un mismo sistema a través del tiempo, de manera
retrospectiva o prospectivamente. (II) la comparacién transversal, que estudia simulté-
neamente uno o mas sistemas de manejo alternativo, respecto de un sistema de referen-
cla.

La informacién pertinente puede obtenerse mediante entrevistas a productores,
mediciones en campo, recopilacién y analisis de la bibliografia, informacién estadisti-
ca, o una combinacién de ellas. Una vez obtenida la informacién de los indicadores, se
necesita hacer la integracién de los resultados mediante procedimientos transparentes
que permitan organizarlos, analizarlos y sintetizarlos de forma consistente. Procede
realizar la agregacién de los indicadores con alguno de los modelos basicos de la evalua-
ci6n multicriterio (por area de evaluacién y por atributo de sostenibilidad), como el
del enfoque del punto ideal [Munda, 2004] utilizado en los dos ejemplos que se
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presentan en la dltima seccién de este trabajo. De esta forma, es posible hacer explicita
—simultdneamente— las potencialidades y las limitaciones del comportamiento de los
sistemas evaluados, a fin de emitir un juicio de valor sobre los mismos, y orientar la
toma de decisiones acerca de cémo elegir entre ellos, y/o intervenirlos para que logren
una mayor sostenibilidad.

Uso de indicadores para evaluar la sostenibilidad de sistemas agrosilvopastoriles

Para el analisis de sostenibilidad de los sistemas agrosilvopastoriles es indispensa-
ble incorporar indicadores de regulacién tecnolégica, econémica, social y ambiental de
la produccién. Las variables tecnolégicas y econémicas utilizadas convencionalmente
en las investigaciones sobre produccién y sistemas de produccién animal pueden agre-
garse en un menor niimero de indicadores manejables y significativos.

Es imprescindible considerar, ademas, varios indicadores sociales, como: (I) es-
tructura y permanencia de las organizaciones de productores; (II) asesoria y capacita-
ci6n a los productores; III) beneficiarios de la familia, entre otros; y ambientales,
como: (I) flujo de materiales y energia con sistemas agricolas y forestales; (II) superfi-
cie forestal por unidad animal; y III) patrones de sucesién vegetal, entre otros. Al
respecto, Ronchi y Nardone [2003], sefialaron que para identificar si un sistema
agrosilvopastoril no esta siendo sustentable se pueden usar los siguientes indicadores:
degradacién del paisaje, degradacién de pasturas comunales, abandono de tierras mar-
ginales, bajo nivel de integracién entre agricultura y ganaderia, fragmentacién de la
tierra, alta dependencia de la compra de forrajes, reducida diversidad e incremento de
la especializacién en monocultivo, reduccién del uso de razas locales, alta incidencia
de enfermedades parasitarias y necesidades de tratamientos curativos y preventivos,
alta incidencia de mastitis clinica y subclinica, alta incidencia de otras enfermedades,
alta variabilidad en la calidad de la leche.

Por otra parte, se mencionan algunos indicadores especificos para evaluar la cali-
dad de la leche: (I) contenido de nutrimentos como grasa, acidos grasos y proteina;
(I concentracién de células sométicas, bacterias, residuos de antibiéticos, hormonas
y pesticidas.

Es indispensable organizar los indicadores por areas de evaluacién y por atributo
de sostenibilidad para cubrir con rigurosidad la multidimensionalidad del concepto de
sostenibilidad. En el cuadro 1, se ejemplifica la organizacién de algunos indicadores
de sostenibilidad en sistemas de bovinos lecheros, por area de evaluacién para el atri-

buto de estabilidad.
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Cuadro 1. Ejemplos de indicadores de sostenibilidad ordenados por area de
evaluacién para el atributo de estabilidad.

Puesto que la sostenibilidad es un atributo dindmico de un sistema, lo mas adecua-
do es hacer un seguimiento de éste por varios afos, y en particular de sus indicadores
mas relevantes. LLa evaluacién puede hacerse para un solo sistema o comparando dos o
més. En ocasiones, por falta de informacién, tiempo o recursos, se tiene que iniciar la
evaluacién con datos de un solo afio, pero debe tenerse en mente la posibilidad de
ampliarla de manera retrospectiva o prospectiva. En la figura 1, se presenta un ejemplo
extremo para mostrar las ventajas y desventajas de las diferentes formas de evaluacién
[Nahed et al., 2006b]. La linea horizontal punteada representa el umbral, o nivel mas
bajo aceptable de un indicador critico. En este ejemplo heuristico se usa el margen neto
minimo por cabra y afio (50 ¢) para que un sistema caprino en Andalucia, Espana,
no sea abandonado; S1 y S2 son distintos sistemas de manejo caprino.

La evaluacién de un solo sistema (S1) puede hacerse de manera transversal (esta-
tica; p. €. en el ano 2005), de manera longitudinal retrospectiva (dindmica; p. ej.
1995-2005) o de manera longitudinal prospectiva (dindmica; p. ¢j. 2005-2015). La
primera es sencilla y sélo permite comenzar a identificar posibles indicadores criticos.
La segunda, demanda datos histéricos con la ventaja de que sefiala posibles tendencias
para el futuro. La tercera requiere més esfuerzo, pero es muy importante porque con-
firma las tendencias y sus consecuencias.

LLa comparacién entre S| y S2 se podria hacer de tres maneras que llevan a
conclusiones diferentes (figura 1):

1) Transversal (actual y estdtico): Se comparan S1 y S2 sélo en el afio 2005. Se
concluye que el margen neto (MN) es mayor en S1 que S2, por lo que se prefiere S1.

2) Longitudinal retrospectiva: Se comparan S1y S2 en un periodo previo a 2005
(1990-2005). Se concluye que el MN de S1 era mayor en 1990 pero que su ventaja
se ha reducido y en 2005 su MN es casi igual al de S2. Ya no es tan claro que se deba
preferir S1.
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3) Longitudinal prospectiva: Se comparan S1 y S2 en un periodo que inicia en
2005 (2005-2015). Se concluye que los procesos que han venido experimentando
los dos sistemas han invertido la ventaja inicial de S1 sobre S2. Ademas, S1 se esta
acercando al umbral critico del indicador y S2 se esta alejando. Se prefiere definitiva-
mente S2. Para que en el futuro sea posible realizar comparaciones de indicadores de
sostenibilidad operativos y eficaces, se requiere planificar el registro de datos consis-
tentes y a largo plazo sobre los indicadores relevantes, que sean acordes con los objeti-
vos de la evaluacién.

Figura 1. Comportamiento hipotético del margen neto por cabra en dos
sistemas productivos a lo largo de 50 afios. En el texto se describen diferentes
formas de evaluacién de estos comportamientos.

Nahed et al. (2006b).

Evaluacién de la sostenibilidad de dos sistemas agrosilvopastoriles

Se presenta la sintesis de dos ejercicios independientes de evaluacién de la sostenibilidad
de dos sistemas agrosilvopastoriles: (I) con ovinos criollos en Los Altos de Chiapas,
Meéxico, con informacién de Aleméan et al. [2005] y (II) con cabras lecheras en la
Sierra Norte de Cadiz, Espafia, con datos de Nahed et al. [2006a].

En ambas evaluaciones se utilizé6 como guia la metodologia MESMIS, la cual fue
adaptada a la evaluacién de sistemas de produccién ovina y caprina. En los dos casos,
algunos indicadores podrian pertenecer a mas de un atributo de sostenibilidad; sin
embargo, éstos fueron ubicados sélo en uno de ellos, donde se consider pertinente.
En cada caso, la informacién obtenida en campo se concentré en una matriz, utilizan-
do los valores medios de cada indicador; luego se determinaron los valores 6ptimos de
referencia (valor deseable o punto ideal). El criterio para definir el valor é6ptimo de
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cada indicador se basé principalmente en el valor maximo o minimo absoluto obtenido
del conjunto de explotaciones estudiadas, independientemente del sistema de produc-
ci6n, debido a que es un valor real que podria ser alcanzado por todas las explotaciones
estudiadas. En algunos casos se usé el criterio de los expertos en produccién ovina y
caprina entrevistados en cada regién, asi como otros criterios que se muestran en el
cuadro 2.

Existen indicadores para los cuales el valor é6ptimo es la cifra maxima, lo que
significa que cuanto més elevada sea la cantidad es mejor (como ingresos por venta de
animales vivos o leche vendida/cabra y afio); en este caso, el indicador se obtiene de la
siguiente forma: (valor del indicador/valor 6ptimo)* 100. Sin embargo, existen casos
para los cuales el valor 6ptimo es la cifra minima, es decir, cuanto menos elevada sea la
cantidad es mejor (como mortalidad de crias o de animales adultos), y el indicador se
calcula de la siguiente forma: (valor éptimo/valor del indicador)*100.

En todos los casos, cuanto mas se acerque el valor del indicador al 100% es mejor
desde el punto de vista de la sostenibilidad. La asignacién de valor a los indicadores
cualitativos se muestra en el cuadro 2, como es el caso del indicador calidad de la fibra
de lana. El porcentaje general de cada atributo de sostenibilidad y sistema se obtiene
del promedio de los porcentajes de cada indicador.

I. Evaluacién de la sostenibilidad de dos sistemas de produccién ovina en
comunidades tzotziles de Chiapas

En Los Altos de Chiapas la ovinocultura constituye el elemento basico de la conforma-
ci6n de la identidad de las mujeres tzotziles. Las caracteristicas mas importantes de la
produccién agrosilvopastori]l prevaleciente son: el conocimiento empirico tradicional,
el uso integral y diversificado de los recursos y las herramientas manuales, cuyas prac-
ticas se desarrollan mediante la divisién organizada del trabajo por edad y sexo entre
los miembros de la familia y un calendario de manejo flexible, adaptado a la variabilidad
de las condiciones ambientales.

Se evalué el grado de sostenibilidad del sistema de produccién ovina con manejo
tradicional comparandolo con un sistema de manejo alternativo (cuadro 2), que inclu-
y6 los siguientes componentes tecnolégicos: (I) un programa de desparasitacién inter-
na y externa de los ovinos; (II) fabricacién y complementacién alimenticia de los
ovinos en pastoreo con bloques multinutricionales durante la época de escasez de fo-
rraje; (III) una propuesta de mejora de los encierros de los ovinos (corrales); (IV)
establecimiento de lefiosas forrajeras en disefios de cultivo intensivo (bancos de protei-
na), y (V) manejo de pastizales.

Se encontré que en el sistema alternativo, los 25 indicadores incluidos en la eva-
luacién son mayores o similares al sistema tradicional y tienen mayor aproximacién al
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valor 6ptimo. Si bien la ovinocultura tzotzil estd sélidamente integrada a las estrategias
productivas y de vida de las familias, hoy enfrenta nuevos desafios. Los recursos natu-
rales sufren grave deterioro y la tecnologia productiva local resulta insuficiente para
resolver la situacién. La sostenibilidad de los sistemas productivos no sélo depende del
incremento de rendimientos, ingresos y calidad, sino también del aumento de la estabi-
lidad, la confiabilidad y la resiliencia de los mismos. Aun cuando el sistema alternativo
cuenta con claros atributos de sostenibilidad ambiental, también muestra limitaciones
para alcanzar la sostenibilidad econémica y social. LLas pastoras se sienten atraidas por
las opciones tecnolégicas que les permiten producir animales sanos y mas productivos.
Esto tiene un efecto emotivo, con repercusiones en los atributos socioculturales del
sistema.

Cuadro 2. Comparacién de indicadores de dos sistemas de produccién ovina y
sus valores 6ptimos, en Los Altos de Chiapas.

(Continiia siguiente pagina)
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(Viene de la pagina anterior / continiia cuadro 2)

Aleman et al. (2005).

En el cuadro 3, se presenta una sintesis cualitativa de los resultados de la evalua-
cién por atributo de sostenibilidad. Es claro que el sistema alternativo es mejor en
todos los atributos de sostenibilidad observado en la mayor aproximacién de sus indi-
cadores al valor éptimo. Aun cuando el sistema alternativo es adoptado sélo por un
pequefio niimero de pastoras, éstas son mas organizadas y tienen mayor control de
factores externos —ambientales o econémicos— que las pastoras tradicionales. Aun-
que el sistema alternativo logra mejores condiciones socio-ambientales, al partir de un
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punto tan critico en términos de pobreza y recursos naturales disponibles, éste dura
entre cuatro y cinco afios para que el escenario probable (tendencia de que el sistema
tradicional continiia su trayectoria actual) cambie su trayectoria al escenario deseable
(sistema alternativo, que resulta de una intervencién planificada), aproximandose a los
valores 6ptimos o punto ideal de los indicadores evaluados.

Cuadro 3. Comparacién de los atributos de sostenibilidad de dos sistemas de
produccién ovina en Los Altos de Chiapas.

Aleman et al. (2005).

II. Evaluacién de la sostenibilidad de los sistemas caprinos lecheros de la sierra

de Cddiz, Espania

La Sierra de C4diz se ubica en el sur de Espafa, dentro de la Comunidad Auténoma
de Andalucia. Esta aporta el 56.7% de la produccién de leche de Espaia, lo cual hace
que dicha actividad adquiera gran relevancia por su funcién social y medioambiental,
ya que la mayor parte de las explotaciones caprinas se encuentran en zonas de sierra,
dificilmente aprovechables para otros usos agrarios. Aunque los sistemas de produc-
cién caprina dominantes en la cuenca mediterranea se han basado en el uso de los
recursos naturales a través del pastoreo de zonas de sierra (gran parte de ellas pertene-
cientes a espacios protegidos de interés social y medioambiental), actualmente se ob-
serva una tendencia hacia la intensificacién via pastoreo cero.

Se evalué la sostenibilidad de los sistemas caprinos en funcién de su grado de
intensificacién. Se utilizaron 41 indicadores cuantitativos y tres cualitativos, de los
cuales 8 se refieren al atributo de productividad, 17 al de estabilidad, 6 al de adapta-
bilidad, 4 al de equidad y 9 al de autogestién. El componente principal aporte energé-
tico del pastoreo, integrado por los indicadores superficie total por cabra y energia neta
obtenida del pastoreo, fue el que mejor permitié6 clasificar las explotaciones, diferen-
ciandose tres tipos de sistemas caprinos: intensivo (SI; 4 explotaciones), semiintensi-
vo (SSI; 13 explotaciones) y semiextensivo (SSE; 8 explotaciones). En el cuadro 4,
se presenta tinicamente la informacién de los doce indicadores que resultaron estadis-
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ticamente significativos. No aparece ningin indicador de equidad debido a que ningu-
no de los cuatro utilizados resulté estadisticamente significativo.

Cuadro 4. Comparacién de indicadores de tres sistemas de produccién caprina
y los valores 6ptimos, ordenados por atributos de sostenibilidad, en la Sierra de

Cadiz.

a, b, ¢ = Valores con distinta letra en la misma fila, son diferentes (*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

Nahed et al. (2006a).
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Globalmente, la sostenibilidad tiende a reducirse a medida que aumenta el grado
de intensificacién de los sistemas: SSE (57.3%), SSI (55.7%) y SI (53.1%), debi-
do principalmente a que la estabilidad se reduce y la capacidad de autogestién es menor
(figura 2). Dicha tendencia esta relacionada con el mayor costo de produccién de los
SI estudiados respecto a los SSE, debido a sus deficiencias en aspectos técnicos o
comerciales y a su menor competitividad con relacién a las explotaciones de otras
zonas de Europa (Francia y Holanda) mejor organizadas.

El proceso de intensificacién de los sistemas de produccién caprina en zonas de
sierra tiende a ser ineficiente, particularmente en cuanto al margen neto por litro de
leche producida y al margen neto por trabajador familiar. I.a mayor adaptabilidad
observada en el SI se basa en una mayor inversién econémica y dependencia de insu-
mos externos, si bien por otro lado la capacidad de autogestién del SSE favorece una
mayor productividad y estabilidad del mismo.

Figura 2. Sintesis multicriterio (por atributos) del grado de sostenibilidad de
los sistemas caprinos lecheros de la Sierra de Cadiz.

Nahed et al. (2006a).
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Reflexiones finales

Sin duda, los esfuerzos de evaluacién multidimensional contribuiran a superar el inci-
piente desarrollo de marcos metodolégicos integrales que evaliien simultineamente la
sostenibilidad ambiental, econémica y social de los sistemas agrosilvopastoriles. El
objetivo es lograr motivar a los académicos dedicados a la produccién animal a discutir
sobre el tema de los indicadores, a identificar, desarrollar, integrar (agregar) y utilizar
nuevos indicadores en la perspectiva de evaluar la sostenibilidad de los diversos siste-
mas agrosilvopastoriles. Dichas evaluaciones permitiradn identificar las limitantes, las
potencialidades y las oportunidades de los sistemas, son un instrumento valioso en la
toma de decisiones multicriterio para el disefio planificado de escenarios deseables, y
guian para la identificacién de intervenciones planificadas en los sistemas para modifi-
car las tendencias actuales no deseables.
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Anomalias del desarrollo testicular y escrotal en toros de
tres razas en el sureste de México

Abnormalities of testicular and scrotal development in bulls of three

breeds in southeast México
Silva, C.; Delgado, R.; Magana, J. y Reyes, A.

Resumen

Con el fin de estudiar la frecuencia de ano-
malias del desarrollo testicular y escrotal, se exa-
minaron 203 toros Brahman (B), 160 Nelore
(N) y 218 Pardo Suizo (PS), de 6 a 24 meses
de edad. El examen se hizo por inspeccién y pal-
pacién de los testiculos y el escroto. Se incluyeron
hipoplasia, criptorquidia, descenso testicular in-
completo y desarrollo defectuoso del escroto (es-
croto cuneiforme). Se hizo la comparacién entre
razas con la prueba de Chi cuadrada. Las fre-
cuencias de anomalias fueron de 8.37, 6.87 y
6.88% en los toros B, Ny PS, respectivamente
(P> 0.05). Las anomalias mas comunes fue-
ron: la hipoplasia (2 a 3.5% de casos en las tres
razas) y el descenso testicular incompleto (1 a
3% en las tres razas), seguidas por el escroto cu-
neiforme (1.5 a 4% en las razas By N) y la
criptorquidia (0.5 a 1% en las razas By PS). La
anomalia mas frecuente en B fue la hipoplasia
(3.45%). En la raza N fue mas frecuente el es-
croto cuneiforme (3.75%) y no se observé crip-
torquidia. En la PS, la anomalia mas frecuente
fue también la hipoplasia (3.21%) y no se obser-
v6 escroto cuneiforme. La tinica diferencia signi-
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Abstract

In order to study the frequency of testicular
and scrotal developmental abnormalities, 203
Brahman (B), 160 Nelore (N), and 218 Brown
Swiss (BS) bulls from 6 to 24 months old were
examined. The examination was done by inspec-
tion and palpation of the testes and scrotum. Hypo-
plasia, cryptorchidism, incomplete testicular des-
cent, and abnormal development of the scrotum
(wedge-shaped scrotum) were included in the stu-
dy. Comparison among breeds was done with Chi
square test. The observed frequencies of abnor-
malities were: 8.37, 6.87 and 6.88 % in the B,
N and BS bulls, respectively (P> 0.05). The
most common abnormalities were hypoplasia (2
to 3.5 % in the three breeds) and incomplete testi-
cular descent (1 to 3 % in the three breeds), follo-
wed by the wedge-shaped scrotum (1.5 to 4 % in
B and N) and cryptorchidism (0.5 to 1 %in B
and BS). The most common abnormality in B
was hypoplasia (3.45%); in N it was the wedge-
shaped scrotum (3.75%), and cryptorchidism was
not observed. In BS, hypoplasia was also the most
frequent anomaly (3.21%), and wedge-shaped
scrotum was absent. The only significant differen-
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ficativa (P < 0.05) se observé entre las dos razas
Bos indicus yla PS en cuanto a la frecuencia de
escroto cuneiforme. Se concluyé que la frecuen-
cia de alteraciones del desarrollo testicular y es-
crotal es moderadamente alta y sin diferencia en-
tre razas, pero con variaciones entre razas en la
frecuencia de alteraciones especificas.

Falabras clave

Toros, hipoplasia testicular, criptorquidia,
escroto cuneiforme.

ce (P<0.05) was found between the two Bos
indicus breeds and BS in regard of the frequency
of wedge-shaped scrotum. Frequency of abnor-
mal development of the scrotum-testes was conclu-
ded to be fairdy high and similar in the three breeds,
although there were variations in the frequency of
specific abnormalities among breeds.

Key words

Bulls, testicular hypoplasia, cryptorchidism,
wedge-shaped scrotum.

Introduccién

| comportamiento reproductivo de un toro depende de su capacidad de copular

y de fecundar. Esta dltima, depende de la produccién de espermatozoides

normales por los testiculos, por lo que la normalidad de estos érganos es muy
importante para la capacidad reproductiva [Coulter, 1991; T6szér et al., 1994]. Los
testiculos pueden sufrir alteraciones fisicas, entre otras, permanentes o pasajeras, ad-
quiridas o congénitas, heredables o no. L.as anomalias del desarrollo afectan fisicamen-
te a los testiculos y son permanentes; las mas importantes son la criptorquidia, la
hipoplasia, el descenso incompleto y el tamafo reducido de los testiculos [Ott, 1987;
Coulter, 1993; Foster, 1997]. La criptorquidia se ha observado en aproximadamente
el 0.1% de los toros [Carroll et al., 1963]; la hipoplasia y el tamafo testicular reduci-
do parecen mas comunes, ya que se han observado hasta con cerca de 9% de frecuen-
cia [Ladds et al., 1973; Chenoweth y Osborne, 1978]. Estas anomalias pueden tener
origen genético y, en general, afectan la espermatogénesis, lo que puede reflejarse en
baja fertilidad [Ott, 1987; Marcus et al., 1997; Foster, 1997].

Por otra parte, la funcién testicular también puede ser afectada por anomalias del
escroto; y este 6rgano, ademas de lesiones y enfermedades, puede sufrir una anomalia
del desarrollo. Esta consiste en un crecimiento deficiente, que resulta en un escroto
demasiado corto que, desde atras, se ve como una cufia entre los muslos del toro
(escroto cuneiforme), a diferencia del escroto normal, con cuello claramente distingui-
ble. Esta anomalia interfiere con la termorregulacién testicular y se puede acompaiiar
de testiculos pequefios y de fertilidad reducida [Coulter, 1991; Barth, 1997; Kastelic
et al., 1996].

LLa importancia zootécnica y econémica de diagnosticar precozmente estas anoma-
lias es mucho mayor que la de hacerlo tardiamente; pero segiin algunos autores [Acland,
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1988; Ladds, 1993] el diagnéstico es mas seguro después de la pubertad. Sin embar-
20, no se encontré evidencia de que este diagnéstico no fuera posible a una edad mas
temprana. EEn México es escasa la informacién sobre estas anomalias [Galina y Ar-
thur, 1991]; por lo que muchas veces no se presta la atencién debida a las caracteris-
ticas testiculares y escrotales. De hecho, no conocemos un solo informe de algiin estu-
dio, efectuado en México, enfocado especificamente a investigar estos problemas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la frecuencia de algunas alteraciones del
desarrollo testicular y escrotal en toros de las razas Brahman, Nelore y Suizo Pardo en
Yucatan, México.

Materiales y métodos

Ubicacién y animales

El estudio se realizé6 en 13 ranchos productores de pie de cria del estado de Yucatan,
en una de las regiones tropicales de México. Tres ranchos eran de ganado Brahman,
cinco de Nelore (ambas razas Bos indicus) y cinco de Suizo Pardo (Bos taurus). Se
examiné un total de 581 toros de 6 a 24 meses de edad. Se eligié como inicial la edad
de seis meses para investigar la posibilidad del diagnéstico precoz y porque a esta edad
ya se pueden examinar y medir apropiadamente los testiculos; ademas, es la edad en la
que se comienza a efectuar el destete y la identificacién de los becerros, por lo que es
momento propicio para el examen. Del total de toros, 203 eran Brahman, 160 Nelore
y 218, Suizo Pardo. Todos eran de raza pura y prospectos para su venta como
sementales; y en general, se alimentaban de amamantamiento libre hasta los seis a ocho
meses de edad, recibiendo ademas, en muchos casos, cierta cantidad de concentrado.
Después del destete estos animales se mantienen, generalmente, con una buena alimen-
tacién consistente en pastoreo y una cantidad de concentrado que puede variar segtin
las perspectivas del ganadero para cada uno. Estos toros comienzan a venderse para
pie de cria alrededor de los 18 a 20 meses de edad, aunque en el caso de la raza Suizo
Pardo se venden en general de dos a cuatro meses méas jévenes.

Procedimiento

Los toros entraron al estudio con base en su fecha de nacimiento. Los exdmenes se
efectuaron en el transcurso de dos afios, con visitas cada seis meses, aproximadamente,
y en cada ocasién se examinaba a los toros de 6 a 24 meses de edad que estuvieran en
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el rancho, aunque ya hubieran sido examinados previamente. L.as anomalias del desa-
rrollo testicular y escrotal se diagnosticaron por inspeccién y palpacién.

Se diagnosticé criptorquidia cuando no se encontraba uno o los dos testiculos
dentro de la bolsa escrotal o en otra parte fuera de la cavidad abdominal, durante una
palpacién exhaustiva de la regién escrotal e inguinal. Como descenso incompleto se
considerd el descenso desigual evidente de uno de los testiculos, o la falta de descenso
de ambos, aun forzandolos, hasta el fondo del escroto. La diferencia basica entre
criptorquidia y descenso incompleto fue que, en este dltimo, los testiculos se encontra-
ban en posicién extraabdominal. Como hipoplasia se considers el menor tamafio evi-
dente y marcado de uno de los testiculos, o el tamafio evidentemente reducido de
ambos, con relacién al tamafio del animal y con los testiculos de sus contemporaneos de
la misma raza, verificado por palpacién y medicién [Chenoweth y Osborne, 1978;
Acland, 1988; Ladds, 1993; Galloway, 1994].

El escroto cuneiforme se diagnosticé por la inspeccién desde atras del animal, para
identificar la conformacién tipica de la anomalia [Coulter, 1993] y mediante la trac-
ci6n hacia abajo del escroto y el intento de envolver con la mano el cuello escrotal, para
verificar que la conformacién observada no se debiera a la sola contraccién del escro-
to. Las frecuencias de las anomalias observadas se compararon entre las razas por

medio de la prueba de Chi cuadrada [Mead y Curnow, 1986].

Resultados

En el cuadro 1 se muestran las frecuencias de las anomalias diagnosticadas en cada
raza, y en la figura | se presenta un ejemplo de cada una de las anomalias estudiadas.
En los toros Brahman se diagnostic6 un total de 17 casos de anomalias (8.37%), con
porcentajes de 0.5 a 3% de cada tipo (hipoplasia, criptorquidia, descenso incompleto
y escroto corto). En las razas Nelore y Pardo Suiza se diagnosticaron tdnicamente tres
tipos de anomalias, en un porcentaje similar: 6.87% en la Nelore (11 casos en 160
toros) y 6.88% en la Pardo Suiza (15 casos en 218 animales). Las diferencias entre
las razas no fueron significativas (P>0.05).
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Cuadro 1. Porcentajes de anomalias testiculares y escrotales en 581 toros de las

razas Brahman, Nelore y Pardo Suiza de 6 a 24 meses de edad (P> 0.05).

! Entre paréntesis esta el nimero de casos.

LLas anomalias mas comunes fueron la hipoplasia (2 a 3.5% de casos en las tres
razas; media general 2.92%) y el descenso testicular incompleto (I a 3% en las tres
razas, media 2.40%), seguidas por el escroto corto (1.5 a 4% en la B y la N, media
1.55%) y la criptorquidia (0.5 a 1% en la B y la PS, media 0.52%). LLa anomalia
més frecuente en B fue la hipoplasia (3.45%). En la raza N fue mas frecuente el
escroto cuneiforme (3.75%) y no se observé criptorquidia. En la PS la anomalia mas
frecuente fue también la hipoplasia (3.21%) y no se observé escroto cuneiforme. La
tnica diferencia significativa (P< 0.05) se observé entre las dos razas Bos indicus y
la PS en cuanto a la frecuencia de escroto cuneiforme. La hipoplasia era unilateral en
16 de los 17 casos observados (94%) en las tres razas, y afecté con una frecuencia
ligeramente mayor (9:7; 56.25%; P>0.05) al testiculo izquierdo. Se observaron
casos evidentes de hipoplasia unilateral desde los 6 a 7 meses de edad, y el problema
persisti6 en todos los animales que fueron reexaminados hasta 6 6 12 meses méas tarde
(figura 2). En ningtin caso se observé que un animal normal a los 6 6 7 meses presen-
tara una anomalia en un examen subsiguiente. El dnico caso de hipoplasia bilateral se
observé en un toro Brahman que, a los 22 meses, tenia una circunferencia escrotal de
23 cm.

El caso de criptorquidia observado en la raza Brahman fue unilateral (derecha) y
los dos casos en la raza Pardo Suizo fueron bilaterales, ademas de que los dos toros
eran medios hermanos por el padre. El descenso incompleto testicular fue siempre
unilateral y en 12 de los 14 casos (85.71%) afect6 al testiculo izquierdo (P<0.001);
esta anomalia también se observé, con una configuracién casi idéntica, en dos medios
hermanos por el padre.

El desarrollo defectuoso del escroto parecié ser privativo de las razas Bos indicus,
ya que se observ con una frecuencia similar a la de la hipoplasia en el conjunto de las
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razas Nelore y Brahman (medias de las dos razas: hipoplasia, 2.66%; escroto cunei-
forme, 2.62%), aunque la frecuencia en la Nelore fue de practicamente el doble del de
la Brahman. En contraste, en la raza Pardo Suiza siempre se observé el escroto com-
pletamente colgante y con el cuello bien definido.

Figura 1. Cuatro tipos de anomalias del desarrollo testicular y escrotal en toros.
A: hipoplasia bilateral; B: criptorquidia bilateral; C: descenso incompleto del
testiculo izquierdo; y D: escroto cuneiforme.
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Figura 2. Hipoplasia marcada (A) y moderada (B) del testiculo derecho en
dos toros Suizo Pardo de 6 meses; y toro Suizo Pardo con hipoplasia moderada

del testiculo derecho a los 7 (C) y a los 13 (D) meses de edad.

Discusién

Algunos autores han encontrado porcentajes mas bajos de hipoplasia testicular que los
de este estudio en toros de varias razas [Saunders y Ladds, 1978: 0.2%], mientras
que otros informan frecuencias similares a las observadas [Chenoweth y Osborne,
1978: 2.7% en un conjunto de distintas razas, pero con el porcentaje mas alto en la
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raza Brahman, 8.6%; Scicchitano et al., 2006: 2.3% en dos razas europeas]. Los
resultados del presente trabajo, como promedio de las tres razas (2.92%), son muy
parecidos a la cifra general de Chenoweth y Osborne [1978], pero son menores a la
frecuencia observada por estos autores en la raza Brahman, aunque ésta fue también
—en el presente estudio— la raza que presenté la mayor frecuencia del problema. Es
probable que los toros Brahman tengan mayor propensién que los de otras razas a
presentar problemas de hipoplasia, como han sugerido algunos estudios [Chenoweth,
1991].

La hipoplasia puede tener varias causas, como: deficiencias nutricionales o caren-
cias especificas en la dieta, anomalias endocrinas y algunas alteraciones genéticas o
cromosémicas [Acland, 1988; Ladds, 1993]. Un caso particular de alteracién cro-
mosémica que causa hipoplasia bilateral es el conocido como sindrome de Klinefelter
en humanos, en el que los individuos afectados tienen la constitucién cromosémica
XXY en lugar de la tipica masculina XY. El tnico toro con hipoplasia bilateral (de
raza Brahman) encontrado en este estudio, result estar afectado de esta alteracién,
segin se verificé en un estudio colateral al presente [Reyes Lerma, 2003]. La hipo-
plasia unilateral parece ser mas comin, aunque esto podria relacionarse con la mayor
facilidad para diagnosticarla, ya que el testiculo normal sirve como referencia [Acland,
1988; Ladds, 1993]; adema4s, parece afectar con mayor frecuencia al testiculo iz-
quierdo, como se observé en el presente trabajo.

Un aspecto importante fue la observacién de casos evidentes de hipoplasia unila-
teral en toros de 6 a 7 meses de edad y la persistencia del problema, al menos hasta 12
meses mas tarde; ya que, en general, se considera que el problema es de mas facil
diagnéstico después de la pubertad [Acland, 1988; Ladds, 1993].

Por otra parte, el que no se haya observado la aparicién de una anomalia en el
segundo o tercer examen de un animal, normal en el primer examen, sugiere que estas
anomalias aparecen precozmente. También sugiere que la aparicién tardia de una de
estas alteraciones podria considerarse secundaria a algiin problema, aunque probable-
mente esto no podria ocurrir con la criptorquidia o el escroto cuneiforme. Segiin los
presentes resultados, por lo menos la hipoplasia unilateral se puede diagnosticar mucho
antes de la pubertad; los casos de hipoplasia bilateral resultan de mas dificil diagnéstico
debido a que, de manera natural, algunos animales son de desarrollo relativamente
tardio y su menor talla testicular en un momento dado se puede deber simplemente a un
atraso del desarrollo [Silva-Mena, 1997; Brito et al., 2004]. Los testiculos hipopla-
sicos contienen menos tibulos seminiferos y éstos tienen una funcionalidad reducida o
alterada [Ott, 1987; Acland, 1988; Ladds, 1993].

El porcentaje de criptorquidia observado es semejante al que informan varios au-
tores en toros de diferentes razas [Carroll et al., 1963: 0.13%; Saunders y Ladds,
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1978: 0.60%; Scicchitano et al., 2006: 0.18%] y concuerda con la frecuencia que
se observa en la especie bovina [Amann y Veeramachaneni, 2007: <0.50%]. En
este estudio se consideré como criptorquidia la ubicacién intraabdominal del testiculo,
pero algunos autores [Acland, 1988; Ladds, 1993; Amann y Veeramachaneni, 2006
y 2007] consideran como tal, incluso la presencia del testiculo fuera de la cavidad
abdominal, pero no en su posicién escrotal normal, lo que se determiné aqui como
descenso incompleto. Si se incluyera éste como criptorquidia se tendria un porcentaje
mas alto del problema que el que generalmente se reporta, ya que seria del orden del
2.5% en el conjunto de las tres razas, con el menor porcentaje en la raza N. De hecho,
las dos situaciones tienen la misma causa, que es una anomalia de la diferenciacién
testicular y de su funcién, que puede manifestarse también después de la pubertad con
otros sintomas que, aunque no se encuentren simultineamente en un individuo, en
conjunto configuran un sindrome de disgenesia testicular (TDS, por sus siglas en
inglés); éstos pueden ser anomalias de la espermatogénesis, tumores testiculares, etcé-
tera [Amann y Veeramachaneni, 2006; 2007].

Estas alteraciones pueden ocurrir en el testiculo descendido de un individuo con
criptorquidia unilateral, o incluso en individuos aparentemente normales, ya que la
disgenesia testicular no siempre se traduce en criptorquidia. LLa disgenesia de los testicu-
los puede ser causada por factores genéticos, epigenéticos (cambios heredables en la
expresién genética sin modificaciones en el ADN) o ambientales (exposicién in utero
a estrégenos o a antiandrégenos) [Amann y Veeramachaneni, 2006; 2007]. Algunos
casos observados en este estudio sugieren la intervencién del factor genético, ya que en
un rancho se encontré un par de criptorquidios bilaterales, medios hermanos por el
padre, y uno de medios hermanos con descenso incompleto del testiculo izquierdo;
cada par era de diferente padre.

La criptorquidia es de mas facil diagnéstico incluso a temprana edad, ya que los
testiculos descienden al escroto en el periodo perinatal; la forma unilateral es mas
frecuente y afecta mayormente al testiculo izquierdo, como se observé en este trabajo,
probablemente debido a que éste desciende, en general, mas tarde que el derecho
[Acland, 1988; Ladds, 1993; Amann y Veeramachaneni, 2006; 2007]. Los testiculos
intraabdominales no producen espermatozoides y los no completamente descendidos
pueden tener un grado variable de disfuncién, independientemente de los problemas
que pueden ocurrir como manifestacién de la disgenesia testicular de la que la criptor-
quidia es una consecuencia. Por esta razén, los criptorquidios unilaterales, con el
testiculo descendido aparentemente normal, pueden presentar diferentes grados de
subfertilidad [Marcus et al., 1997].

En cuanto al escroto corto o cuneiforme, no se encontré informacién acerca de su
frecuencia. Sin embargo, se puede considerar relativamente alta, en particular en la
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raza Nelore, en donde fue el problema mas frecuente. Aunque no se encontré referen-
cla a una causa genética de esta alteracién, una influencia de este tipo es probable en el
origen del problema, dado el hecho de que se haya encontrado en las razas Brahman y
Nelore, pero no en la Pardo Suiza. El escroto cuneiforme mantiene a los testiculos
muy cerca de la pared abdominal e impide la regulacién térmica adecuada de estos
érganos, por lo que su funcién resulta afectada [Barth, 1997; Coulter, 1993]. El
escroto corto se puede diagnosticar desde los seis meses de edad, cuando ya se puede
hacer la medicién de los testiculos: si no se puede asir con la mano el cuello escrotal, lo
mas probable es que se deba a la longitud reducida del escroto. Sin embargo, no se
cuenta con informacién sobre la evolucién de este problema cuando se diagnostica a
edad temprana. En este trabajo, cuatro toros con el problema a los 6 meses, lo presen-
taban todavia alrededor del afio de edad.

Conclusiones

La frecuencia de alteraciones del desarrollo testicular y escrotal en las tres razas es
moderadamente alta y no difiere entre razas, aunque hay variaciones en las frecuencias
de anomalias especificas entre las razas; estas anomalias se pueden diagnosticar desde
los seis meses de edad al menos, posiblemente con excepcién de la hipoplasia bilateral.
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Resumen

Tres grupos de bacterias compiten por hi-
drégeno en diferentes ecosistemas anaerobios, y
junto con CQO,, producen metano, sulfuro de
hidrégeno y acetato. Eistas reacciones re presen-
tan ganancia de energfa al animal. Motivo por
el cual, el presente trabajo pretende evaluar la
presencia y tamafio de poblaciones de bacterias
utilizadoras de hidrégeno en el tracto gastroin-
testinal del avestruz. Para ello se utilizaron me-
dios ACI11 para acetogénicas, Potgate para
sulfato-reductoras y Fosfato buffer para metano-
génicas. Las poblaciones se determinaron por el
método del nimero méas probable (NMP). El
disefio fue completamente al azar, con arreglo
factorial, A = porciones del tracto digestivo y B
= microorganismo. El NMP de acetogénicas y
metanogénicas fue cero. Las bacterias sulfato-
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Abstract

Three groups of bacteria compete for hydro-
gen in different anaerobic ecosystems; along with
CO, they produce methane, hydrogen sulfide and
acetate. These reactions mean energy gain for the
animal. The purpose of this study was to determi-
ne presence and size of populations of hydrogen
utilizing bacteria in different portions of the gas-
trointestinal tract of the ostrich. Anaerobic proce-
dures and culture media were used for isolation
and quantification. AC11 media was used for
acetogenic, Potgate for sulfate reducing and phos-
phate buffer for methanogenic bacteria. Size of
populations was determined by most probable
number (MPN). The experimental design was
completely random, with factorial arrangement
A= portions of digestive tract and B= microor-
ganism types. MPN of acetogenic and methano-
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reductoras estan presentes en todo el tracto gastro-
intestinal. Las poblaciones fueron 544.00;
532.00; 157.20; 155.32 y 76.48 x 10/° para
el intestino grueso, ciegos, intestino delgado, pro-
ventriculo y ventriculo, respectivamente. Los re-
sultados confirman presencia y predominio de las
sulfato-reductoras en todas las porciones del trac-
to gastrointestinal del Struthio camelus. La pro-
duccién de AGV en el tracto gastrointestinal del
avestruz, es producto del metabolismo y reutiliza-
ci6n del hidrégeno por bacterias sulfato-reducto-
ras.

FPalabras clave

Bacterias utilizadoras de hidrégeno,
acetogénesis, metanogénesis, sulfato-reductores,

Ostrich.

genic bacteria was zero. Sulfate reducing bacte-
ria were present in all gastrointestinal tracts. The
results for the number of population were 544.00,
532.00, 157.20, 155.32 and 76.48 x 10°for
the large intestine, cecum, small intestine, proven-
tricle, and ventricle, respectively. Results confirm
the presence and prevalence of sulfate-reducing
bacteria in all the gastrointestinal tract portions
evaluated from ostriches. The AGV production
in the ostrich gastrointestinal tract is a result of the
metabolism and reuse of hydrogen by sulfate-re-
ducing bacteria.

Key Words

H,-utilizing bacteria, acetogenesis, methano-
genesis, sulphate-reducing bacteria, ruminants, os-
trich.

Introduccién

a eficiencia en la degradacién de la materia organica dentro de algunos ecosistemas
anaerobios —como el tracto gastrointestinal— depende de las interacciones
metabélicas entre los microorganismos que lo habitan [Morvan et al., 1996a;

Williams, 1989; Gittel et al., 2008]. Estas comunidades microbianas estan formadas
principalmente por bacterias y hongos, los cuales degradan los vegetales mediante una
serie de fases enzimaticas sucesivas y cuyos productos o metabolitos de determinados
microorganismos, sirven como sustrato a otras bacterias [Leedle et al., 1982]. En
esta interaccién metabdlica, el hidrégeno es el elemento intermediario mas abundante
porque es producido por microorganismos hidroliticos y fermentadores que habitan
los ecosistemas anaerobios [Blaut, 1994; Mitsunor et al., 1997]. El hidrégeno,
junto con el CO,, son reutilizados por las bacterias acetogénicas, metanogénicas y
sulfato-reductoras (BSR), constituyéndose en recicladores finales de este producto de
fermentacién [Gibson et al., 1990; Dore et al., 1995a; Imming, 1996; Ferry, 1997].

Este fenémeno se observa también en otros ecosistemas; entre ellos, el rumen,
sedimento marino, termitas, intestino y ciegos de animales, asi como en seres humanos

saludables y enfermos [Kane y Breznak, 1991; Hungate, 1966; Gibson et al., 1990;
De Grave et al., 1994; Santana, 2008; Vianna et al., 2008; Sekiguchi et al., 2008;
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Conway y Macario, 2008]. Aunque grandes cantidades de hidrégeno son producidas
durante la descomposicién anaerobia de la materia organica (por ejemplo, 4 M de
hidrégeno por M de hexosa utilizada), la concentracién de H, en estos ecosistemas es
usualmente baja (10° a 10” atm), por lo que la eficiencia en su aprovechamiento
depende del tipo de poblacién de bacteria utilizadora de H, que domina el ecosistema
[Breznak y Kane, 1990]. Los tres grupos bacterianos que reciclan el hidrégeno,
difieren en sus vias metabélicas; las bacterias metanogénicas lo utilizan para reducir el
CO, y metano, las BSR lo usan para reducir sulfatos y producir sulfuros y las bacterias
acetogénicas reducen CO,y producen acetato [Breznak et al., 1988; Brauman et al.,
1992; Dore et al., 1995b; Morvan et al., 1996b; Ferry, 1997]. El efecto de cada
uno de los grupos de bacterias se manifiesta por la produccién de energia en forma de
acidos grasos volatiles (AGV), y al parecer, cuando predominan las acetogénicas o
sulfato-reductoras, se produce una mayor cantidad de energia [Sorlini et al., 1988;
Breznak y Brune, 1994]. El avestruz africano (Struthio camelus) es un herbivoro que
digiere eficazmente los constituyentes de las paredes celulares de las plantas con valores
de 66% de materia seca [Swart et al., 1993a].

La fermentacién ocurre en sus cdmaras especializadas del intestino, las cuales
tienen como caracteristicas: su gran capacidad y contenido de ingesta, pH neutro, alta
concentracién de acidos grasos volatiles, baja concentracién de acido lactico y alta
concentracién de amonio [Swart et al., 1993b]. Por lo que el alto nivel de AGV
encontrados en el tracto gastrointestinal del avestruz y en particular en el proventricu-
lo, indica que —en comparacién con otras especies de animales— la digestién de las
paredes celulares de los vegetales en este ecosistema es mas eficaz, por lo que es posible
que exista presencia y predominio de alguno de estos tres grupos de bacterias en las
diferentes porciones del tracto gastrointestinal del avestruz. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia y tamano de las poblaciones de las bacterias utiliza-
doras de hidrégeno en las diferentes porciones del tracto gastrointestinal del avestruz.

Materiales y métodos

Animales y condiciones de alimentacién

Se utilizaron para el estudio cinco avestruces machos, con una edad de entre 12 a 14
meses. Los animales fueron alimentados con una dieta rica en paredes celulares. El
alimento se ofrecié a las 8:00 y a las 16:00 h y el agua a libre acceso. L.a composicién
de la dieta y su analisis proximal se muestra en el cuadro 1. Cada uno de los animales
se colocé en corrales de 20 por 40 m; cada uno de estos corrales conté con un come-
dero y un bebedero. LLos animales se adaptaron a la dieta por un tiempo de 30 dias.
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Cuadro 1. Evaluacién de la dieta y su analisis bromatolégico.

Obtencién del inéculo

Los avestruces fueron aturdidos y sacrificados. Después, se desangraron, se les
retird la piel y se abri6 la cavidad abdominal para extraer las visceras. Se separé el
tracto gastrointestinal, luego se ligé la parte posterior del eséfago y la parte posterior
del recto para evitar la salida de contenido intestinal, como recomiendan Sales y Oliver
[1996]. Posteriormente, las porciones fueron separadas utilizando dos ligaduras en
cada uno de los cinco segmentos, proventriculo, ventriculo, intestino delgado, ciegos y
colon [Swart et al., 1993a]. Del contenido total de digesta de cada uno de los segmen-
tos se tomaron 5 g de muestra. Estas se colocaron en 5 frascos de una solucién anae-
rébica adicionada con 10% de glicerol, mas 1 g de agente reductor sulfato de cisteina
al 2.5% [Levet, 1991]. Todos los procedimientos y la preparacién de medios, agen-
tes reductores, soluciones de minerales y agentes reductores se realizaron dentro de la
camara de anaerobiosis.

Procesos de preparacién de medios de cultivo

Todos los medios de cultivo fueron preparados dentro de una camara de anaero-
biosis marca Anaerobic chamber, Modelo 855-AC, ACB, Plas-Labs, INC. Lasing
Michigan, U. S. A., utilizando las técnicas de Hungate’s [1966]. El medio de aisla-

miento utilizado para las bacterias acetogénicas fue el Ac-11, de Breznak y Switzer
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[1986], el cual se modificé de acuerdo a lo sugerido por Greening y Leedle [1989],
Rieu-Lesme et al. [1996] y Morvan et al. [1996a], quienes agregaron acido 2-
bromoetanosulfénico para evitar el crecimiento de las bacterias metanogénicas. Para
las BSR se utiliz6 el medio de Postgate’s [Levet, 1991]. Para las archaebacterias
(metanogénicas) se utilizé el fosfato buffer de Levett [1991], al cual se adicioné
penicilina G y estreptomicina, para evitar el crecimiento de eubacterias [Van Kessel y
Russel, 1996; Tokura et al., 1997; Anderson y Rasmussen, 1998]. Para la cuantifi-
cacién de las bacterias, se utilizé el método del niimero mas probable (NMP), de
acuerdo con Clarke y Owen [1983], citado por Morvan et al. [1994] y Braun et al.,
[1979].

Aislamiento y cuantificacién de bacterias utilizadoras de hidrégeno

Los constituyentes de cada uno de los tres medios se pesaron en una balanza
electrénica y se colocaron en un matraz Erlen Meyer de 500 ml y se clarificaron por
calentamiento. Al mismo tiempo, se indujo anaerobiosis en el medio con la aplicacién
de CO, libre oxigeno. Para la eliminacién del oxigeno, se hizo pasar el CO, por una
columna de cobre a una temperatura de 350° C y esta columna se colocé directamente
en la cAmara de anaerobiosis. Una vez preparado el medio de cultivo se esterilizé a
121° C, por 15 minutos.

Se procedié a depositar 4.5 ml del medio de cultivo a los tubos de ensayo. Se
sembraron los tubos por medio de inoculacién de 5 tubos con el medio de cultivo
especifico y se tomé con una pipeta automatica 0.5 ml de cada una de las diluciones
(de 107 hasta 10", con la muestra. Los tubos inoculados se incubaron a 39°C
durante 14 dias al abrigo de la luz. Pasado ese tiempo de incubacién, se estimé el
NMP. Para el aislamiento y cuantificacién de SRB, se utilizé el medio de Posgate
especificado segtin Levet [1991].

Para las bacterias metanogénicas se preparé medio de Fosfato-buffer. Se disolvie-
ron los componentes del medio de cultivo (excepto la solucién de vitaminas y agente
reductor) en agua bidestilada y se ajust6 el pH a 7.2 a 7.4. Se afiadieron 0.2% de la
solucién de resazurina a cada medio (1 ml/1000 ml del medio). Se procedié a disolver
el oxigeno del medio, por calentamiento, bajo un chorro caliente de gas de CO, El
medio se reparti6 en tubos de ensayo y se presurizaron con CO, depositando con un
repartidor automéatico, 4.5 ml del medio anaerébico. LLos tubos fueron sellados con
tap6n de hule y sello de aluminio y se esterilizaron en autoclave por un tiempo de 25
minutos a una temperatura de 121°C. Una vez que los medios se enfriaron, se anadié
0.1 de la solucién de vitaminas esterilizadas por filtracién, en medio buffer (15% de
KH,PO, + 29% de K,HPO,, pH de 7.0 a 7.1), y 0.2 ml de la solucién de cisteina

al 2.5% [Morvan et al., 1994]. Para evitar el crecimiento de otras bacterias se le
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agregé penicilina G y estreptomicina a razén de 1 mg de cada uno por cada ml de
medio [Tokura et al., 1997]. El medio para las bacterias acetogénicas es el Ac-ll,
propuesto por Breznak y Switzer [1986], modificado por Greening y Leedle [1989].
Se adicioné solucién de acido 2-bromoetnosulfénico, el cual se preparé disolviendo el
compuesto en agua bidestilada y después se esterilizé por filtracién por medio de filtros
de membrana. Luego, se anadié solucién de vitaminas y minerales traza hasta comple-
tar el volumen de II.

Numeracién de bacterias por el método del nimero mds probable (NMP)

Se prepararon una serie de diluciones de 1" hasta 10” con solucién anaerébica;
después se inocularon 5 tubos de ensayo con 1 ml medio de cultivo especifico para
cada grupo bacteriano, de las 4 diluciones mas bajas (1 0® 107, 10°, 10°). Todos los
tubos se incubaron en la cdmara de anaerobiosis por un tiempo de entre 7 a 14 dias a
una temperatura de 39°C, bajo oscuridad. Para evidenciar el crecimiento microbiano
al finalizar, se determiné la turbidez del medio de cultivo o la presencia de un anillo
superficial que fue indice de crecimiento microbiano [Dore, 1995a; Dehonity et al.,

1989].

Disefio experimental

Para el presente estudio se utilizé6 un disefio completamente al azar con un arreglo
factorial 5x3, donde el factor A= cinco porciones del tracto gastrointestinal (intestino
grueso, clegos, intestino delgado, proventriculo y ventriculo) y el factor B= tres gru-
pos de bacterias (acetogénicas, metanogénicas y bacterias sulfato-reductoras). El ni-
mero de repeticiones fue de cinco.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA). Los prome-
dios fueron separados mediante la aplicacién de la prueba de Tukey al 0.05% de
probabilidad. Lo anterior se realiz6 mediante el paquete estadistico SAS [SAS,
1985].

Resultados

Presencia y cuantificacién de bacterias metanogénicas y acetogénicas en el tracto
gastrointestinal

No se observé crecimiento en los tubos utilizados para la determinacién del NMP de
archaebacterias y de acetogénicas en todo el tiempo de incubacién. El aislamiento y
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cuantificacién de las poblaciones de BSR en las diferentes porciones del tracto
gastrointestinal del avestruz en el medio de cultivo de Postgate especifico mostré creci-
miento bacteriano, el cual se evidencié por la presencia de un precipitado negro en
todos los tubos utilizados para la cuantificacién, por lo que el resultado se considera
positivo para todas las porciones del TGI.

Tamaiio de las poblaciones de bacterias sulfato-reductoras (BSR)

En la porcién del intestino grueso se observa el mayor tamafio de poblacién de
544.00 X 10° enseguida, los ciego 446.00 X 10% luego el intestino delgado con
una poblacién de 157.20 X 10° le sigue el proventriculo con 155.32 X 10% y por
tltimo, el ventriculo con 110.14 X 10° (cuadro 2, figura 1). El analisis de varianza,
mostré diferencias significativas entre las diferentes porciones (P<0,05).

Figura 1. Promedio de los valores de las poblaciones de bacterias sulfato-
reductoras en las porciones del TGI del avestruz.

1= Proventriculo; 2=Ventriculo; 3 =Intestino delgado; 4=Ciegos; 5=Intestino grueso.

Discusién
Los resultados del estudio demuestran la hipétesis de que la actividad microbiana
reportada para cada una de las cinco porciones del tracto gastrointestinal estd determi-
nada por la presencia y predominio de uno de los tres grupos de bacterias que reciclan
el hidrégeno en el tracto gastrointestinal del avestruz alimentado con dietas ricas en

paredes celulares. La presencia de las SFR en el avestruz supone la existencia de
microorganismos anaerobios productores de hidrégeno que propician las condiciones
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para reacciones bioquimicas termodindmicamente factibles, como lo indica Wolin
[1982].

En el intestino grueso del avestruz se observa presencia de una mayor poblacién
de BSR. Sin embargo, los resultados no son acordes con los reportados por Fievez et
al. [1999], aunque estos autores solamente mencionan resultados a partir del colon
del avestruz, donde encuentra que son predominantes las bacterias acetogénicas. Aun-
que la presencia de BSR en todas las porciones del tracto digestivo avestruz, concuer-
da con las reportadas en humanos sanos y enfermos mencionadas por Gibson et al.
[1988], quienes indican que hay individuos con SFR que predominan sobre la flora
bacteriana metanogénica.

Ushida et al. [1995] mencionaron que la concentracién de sulfatos en los diferen-
tes ecosistemas es el principal factor limitante en el desarrollo de poblaciones de BSR
y las concentraciones de sulfatos difieren entre los ecosistemas de los herbivoros. Kris-
tjansson y Schonheit [1982a] reportaron que las BSR tienen mayor afinidad por el
hidrégeno en comparacién con las metanogénicas, y que el mecanismo de reduccién
del sulfato, puede proporcionar més energia que la reduccién del diéxido de carbono,
por lo que las BSR tienen mas ventajas que las metanogénicas en condiciones y sustra-
tos apropiados [Krisjansson, 1982b; De Sousa et al., 2008], lo cual explica la gran
produccién de acidos grasos volatiles encontrados en cada una de las porciones del
tracto gastrointestinal del avestruz estudiadas por Swarts et al. [1993a]. Ademas,
dentro de los individuos excretores de metano es probable que las BSF utilicen el
lactato como equivalentes transferidores de hidrégeno para dominar las bacterias meta-
nogénicas.

En otro estudio, los resultados revelan que la metanogénesis y la sulfato-reduccién
son mutuamente excluyentes dentro del ecosistema del colon [Gibson et al., 1990;
Pochart et al., 1992]. Los resultados de esta investigacién son afines con los presen-
tados por Swart [1993a], quien reporta que en las diferentes porciones del tracto
gastrointestinal de avestruz, la concentracién de 4cido lactico varia ampliamente: pro-
ventriculo, 5 mM; ventriculo, 6mM; intestino delgado, 66 mM; ciegos, 7 mM; colon
proximal, 19 mM y colon distal, 26; por lo que es posible que las bacterias metanogé-
nicas no se encuentren presentes en los animales utilizados en este experimento y
pudiera ser probable que las bacterias metanogénicas sean inhibidas por las BSR al
metabolizar el 4cido lactico a acetato por uno de sus dos mecanismos de transporte de
electrones [Hansen, 1994; Noguera et al., 1998].

Tomando en consideracién que los avestruces presentan el habito de la coprofagia
y que la descamacién natural del epitelial del intestino libere mucina rica en sulfatos, lo
cual propicia el medio adecuado para las BSR, lo que concuerda con resultados pre-
sentados por Gibson et al. [1988], en donde, en un sistema de cultivos continuos la
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suplementacién con mucina aumenta significativamente el nimero de BSR. Los mis-
mos autores, en estudios realizados en humanos, concluyeron que en la sulfato-reduc-
cién, la acetogénesis y la metanogénesis no ocurren concomitantemente en algunas
porciones del tracto gastrointestinal [Robichaux et al., 2003]; es posible, entonces,
que tanto en los sujetos no metanogénicos —al igual que en el avestruz— no existen
competencias entre las bacterias sulfato-reductoras y los otros dos grupos de bacterias
utilizadoras de hidrégeno. Ademas, el efecto de la acidez en estas porciones, son
reforzados por medio de las mediciones del pH con valores de 1.6 en el proventriculo,
2.1 en el ventriculo, 6.9 en el intestino delgado y ciego, colon proximal de 7.2 y el
colon distal de 8.2 [Swart et al., 1993a]. Las poblaciones de BSR encontradas en el
colon proximal y distal en esta investigacién coinciden en que estas bacterias se ven
favorecidas por los valores del pH.

Sin embargo, el tamafio de las poblaciones encontradas en las demas porciones
pueden explicarse con el hecho publicado por [Hansen, 1994], el cual menciona que
las BSR son consumidoras de 4cido lactico y parece que este compuesto se encuentra
presente en concentraciones mas altas, por lo que es posible que debido a la presencia
de acido lactico y sulfatos, las BSR sean las tinicas presentes. Los resultados publica-
dos por Butine y Leedle [1989] muestran que en el colon existen mas de dos veces
poblaciones de bacterias hidroliticas y fermentadoras del xilano que en las otras porcio-
nes, por lo que tomando en cuenta los resultados de esta investigacién, es posible
deducir que la interaccién entre bacterias hemiceluloliticas y BSR predominan en
animales alimentados con dietas ricas en hemicelulosa; no obstante, en el actual estudio
no se midieron estos grupos de las poblaciones hidrolitica, xilanoliticas y celuloliticas.
Los resultados obtenidos sugieren realizar mas investigaciones para aclarar los géneros
y especies de bacterias SR de estos ecosistemas.

Del mismo modo, es necesario conocer si en estos habitats hay presencia de proto-
zoarios y hongos productores de hidrégeno y sus tipos de interacciones metabélicas.
Igualmente, no se han reportado cuales son las condiciones ambientales que prevalecen
en estas porciones de tracto gastrointestinal y la fuente de azufre utilizada, de dénde
proviene y cémo se mantiene el nivel 6ptimo para el predominio de estas poblaciones.

Conclusiones

El hidrégeno, uno de los dltimos productos de la fermentacién del tracto gastrointestinal
del avestruz alimentado con dietas ricas en paredes celulares, es reutilizado como ter-
minales o depésito por las bacterias sulfato-reductoras, las cuales dominan este
ecosistema.
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Resumen

Tres grupos de bacterias compiten por hi-
drégeno en diferentes ecosistemas anaerobios, y
junto con CQO,, producen metano, sulfuro de
hidrégeno y acetato. Eistas reacciones re presen-
tan ganancia de energfa al animal. Motivo por
el cual, el presente trabajo pretende evaluar la
presencia y tamafio de poblaciones de bacterias
utilizadoras de hidrégeno en el tracto gastroin-
testinal del avestruz. Para ello se utilizaron me-
dios ACI11 para acetogénicas, Potgate para
sulfato-reductoras y Fosfato buffer para metano-
génicas. Las poblaciones se determinaron por el
método del nimero méas probable (NMP). El
disefio fue completamente al azar, con arreglo
factorial, A = porciones del tracto digestivo y B
= microorganismo. El NMP de acetogénicas y
metanogénicas fue cero. Las bacterias sulfato-

Tecoman, Colima (México).
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Abstract

Three groups of bacteria compete for hydro-
gen in different anaerobic ecosystems; along with
CO, they produce methane, hydrogen sulfide and
acetate. These reactions mean energy gain for the
animal. The purpose of this study was to determi-
ne presence and size of populations of hydrogen
utilizing bacteria in different portions of the gas-
trointestinal tract of the ostrich. Anaerobic proce-
dures and culture media were used for isolation
and quantification. AC11 media was used for
acetogenic, Potgate for sulfate reducing and phos-
phate buffer for methanogenic bacteria. Size of
populations was determined by most probable
number (MPN). The experimental design was
completely random, with factorial arrangement
A= portions of digestive tract and B= microor-
ganism types. MPN of acetogenic and methano-
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reductoras estan presentes en todo el tracto gastro-
intestinal. Las poblaciones fueron 544.00;
532.00; 157.20; 155.32 y 76.48 x 10/° para
el intestino grueso, ciegos, intestino delgado, pro-
ventriculo y ventriculo, respectivamente. Los re-
sultados confirman presencia y predominio de las
sulfato-reductoras en todas las porciones del trac-
to gastrointestinal del Struthio camelus. La pro-
duccién de AGV en el tracto gastrointestinal del
avestruz, es producto del metabolismo y reutiliza-
ci6n del hidrégeno por bacterias sulfato-reducto-
ras.

FPalabras clave

Bacterias utilizadoras de hidrégeno,
acetogénesis, metanogénesis, sulfato-reductores,

Ostrich.

genic bacteria was zero. Sulfate reducing bacte-
ria were present in all gastrointestinal tracts. The
results for the number of population were 544.00,
532.00, 157.20, 155.32 and 76.48 x 10°for
the large intestine, cecum, small intestine, proven-
tricle, and ventricle, respectively. Results confirm
the presence and prevalence of sulfate-reducing
bacteria in all the gastrointestinal tract portions
evaluated from ostriches. The AGV production
in the ostrich gastrointestinal tract is a result of the
metabolism and reuse of hydrogen by sulfate-re-
ducing bacteria.

Key Words

H,-utilizing bacteria, acetogenesis, methano-
genesis, sulphate-reducing bacteria, ruminants, os-
trich.

Introduccién

a eficiencia en la degradacién de la materia organica dentro de algunos ecosistemas
anaerobios —como el tracto gastrointestinal— depende de las interacciones
metabélicas entre los microorganismos que lo habitan [Morvan et al., 1996a;

Williams, 1989; Gittel et al., 2008]. Estas comunidades microbianas estan formadas
principalmente por bacterias y hongos, los cuales degradan los vegetales mediante una
serie de fases enzimaticas sucesivas y cuyos productos o metabolitos de determinados
microorganismos, sirven como sustrato a otras bacterias [Leedle et al., 1982]. En
esta interaccién metabdlica, el hidrégeno es el elemento intermediario mas abundante
porque es producido por microorganismos hidroliticos y fermentadores que habitan
los ecosistemas anaerobios [Blaut, 1994; Mitsunor et al., 1997]. El hidrégeno,
junto con el CO,, son reutilizados por las bacterias acetogénicas, metanogénicas y
sulfato-reductoras (BSR), constituyéndose en recicladores finales de este producto de
fermentacién [Gibson et al., 1990; Dore et al., 1995a; Imming, 1996; Ferry, 1997].

Este fenémeno se observa también en otros ecosistemas; entre ellos, el rumen,
sedimento marino, termitas, intestino y ciegos de animales, asi como en seres humanos

saludables y enfermos [Kane y Breznak, 1991; Hungate, 1966; Gibson et al., 1990;
De Grave et al., 1994; Santana, 2008; Vianna et al., 2008; Sekiguchi et al., 2008;
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Conway y Macario, 2008]. Aunque grandes cantidades de hidrégeno son producidas
durante la descomposicién anaerobia de la materia organica (por ejemplo, 4 M de
hidrégeno por M de hexosa utilizada), la concentracién de H, en estos ecosistemas es
usualmente baja (10° a 10” atm), por lo que la eficiencia en su aprovechamiento
depende del tipo de poblacién de bacteria utilizadora de H, que domina el ecosistema
[Breznak y Kane, 1990]. Los tres grupos bacterianos que reciclan el hidrégeno,
difieren en sus vias metabélicas; las bacterias metanogénicas lo utilizan para reducir el
CO, y metano, las BSR lo usan para reducir sulfatos y producir sulfuros y las bacterias
acetogénicas reducen CO,y producen acetato [Breznak et al., 1988; Brauman et al.,
1992; Dore et al., 1995b; Morvan et al., 1996b; Ferry, 1997]. El efecto de cada
uno de los grupos de bacterias se manifiesta por la produccién de energia en forma de
acidos grasos volatiles (AGV), y al parecer, cuando predominan las acetogénicas o
sulfato-reductoras, se produce una mayor cantidad de energia [Sorlini et al., 1988;
Breznak y Brune, 1994]. El avestruz africano (Struthio camelus) es un herbivoro que
digiere eficazmente los constituyentes de las paredes celulares de las plantas con valores
de 66% de materia seca [Swart et al., 1993a].

La fermentacién ocurre en sus cdmaras especializadas del intestino, las cuales
tienen como caracteristicas: su gran capacidad y contenido de ingesta, pH neutro, alta
concentracién de acidos grasos volatiles, baja concentracién de acido lactico y alta
concentracién de amonio [Swart et al., 1993b]. Por lo que el alto nivel de AGV
encontrados en el tracto gastrointestinal del avestruz y en particular en el proventricu-
lo, indica que —en comparacién con otras especies de animales— la digestién de las
paredes celulares de los vegetales en este ecosistema es mas eficaz, por lo que es posible
que exista presencia y predominio de alguno de estos tres grupos de bacterias en las
diferentes porciones del tracto gastrointestinal del avestruz. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia y tamano de las poblaciones de las bacterias utiliza-
doras de hidrégeno en las diferentes porciones del tracto gastrointestinal del avestruz.

Materiales y métodos

Animales y condiciones de alimentacién

Se utilizaron para el estudio cinco avestruces machos, con una edad de entre 12 a 14
meses. Los animales fueron alimentados con una dieta rica en paredes celulares. El
alimento se ofrecié a las 8:00 y a las 16:00 h y el agua a libre acceso. L.a composicién
de la dieta y su analisis proximal se muestra en el cuadro 1. Cada uno de los animales
se colocé en corrales de 20 por 40 m; cada uno de estos corrales conté con un come-
dero y un bebedero. LLos animales se adaptaron a la dieta por un tiempo de 30 dias.
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Cuadro 1. Evaluacién de la dieta y su analisis bromatolégico.

Obtencién del inéculo

Los avestruces fueron aturdidos y sacrificados. Después, se desangraron, se les
retird la piel y se abri6 la cavidad abdominal para extraer las visceras. Se separé el
tracto gastrointestinal, luego se ligé la parte posterior del eséfago y la parte posterior
del recto para evitar la salida de contenido intestinal, como recomiendan Sales y Oliver
[1996]. Posteriormente, las porciones fueron separadas utilizando dos ligaduras en
cada uno de los cinco segmentos, proventriculo, ventriculo, intestino delgado, ciegos y
colon [Swart et al., 1993a]. Del contenido total de digesta de cada uno de los segmen-
tos se tomaron 5 g de muestra. Estas se colocaron en 5 frascos de una solucién anae-
rébica adicionada con 10% de glicerol, mas 1 g de agente reductor sulfato de cisteina
al 2.5% [Levet, 1991]. Todos los procedimientos y la preparacién de medios, agen-
tes reductores, soluciones de minerales y agentes reductores se realizaron dentro de la
camara de anaerobiosis.

Procesos de preparacién de medios de cultivo

Todos los medios de cultivo fueron preparados dentro de una camara de anaero-
biosis marca Anaerobic chamber, Modelo 855-AC, ACB, Plas-Labs, INC. Lasing
Michigan, U. S. A., utilizando las técnicas de Hungate’s [1966]. El medio de aisla-

miento utilizado para las bacterias acetogénicas fue el Ac-11, de Breznak y Switzer

46 * AVANCES EN INVESTIGACION AGROPECUARIA
Miramontes-Carrillo et al. AIA. 12(3): 43-54
ISSN 0188789-0



Revista de investigacién y difusién cientifica agropecuaria

[1986], el cual se modificé de acuerdo a lo sugerido por Greening y Leedle [1989],
Rieu-Lesme et al. [1996] y Morvan et al. [1996a], quienes agregaron acido 2-
bromoetanosulfénico para evitar el crecimiento de las bacterias metanogénicas. Para
las BSR se utiliz6 el medio de Postgate’s [Levet, 1991]. Para las archaebacterias
(metanogénicas) se utilizé el fosfato buffer de Levett [1991], al cual se adicioné
penicilina G y estreptomicina, para evitar el crecimiento de eubacterias [Van Kessel y
Russel, 1996; Tokura et al., 1997; Anderson y Rasmussen, 1998]. Para la cuantifi-
cacién de las bacterias, se utilizé el método del niimero mas probable (NMP), de
acuerdo con Clarke y Owen [1983], citado por Morvan et al. [1994] y Braun et al.,
[1979].

Aislamiento y cuantificacién de bacterias utilizadoras de hidrégeno

Los constituyentes de cada uno de los tres medios se pesaron en una balanza
electrénica y se colocaron en un matraz Erlen Meyer de 500 ml y se clarificaron por
calentamiento. Al mismo tiempo, se indujo anaerobiosis en el medio con la aplicacién
de CO, libre oxigeno. Para la eliminacién del oxigeno, se hizo pasar el CO, por una
columna de cobre a una temperatura de 350° C y esta columna se colocé directamente
en la cAmara de anaerobiosis. Una vez preparado el medio de cultivo se esterilizé a
121° C, por 15 minutos.

Se procedié a depositar 4.5 ml del medio de cultivo a los tubos de ensayo. Se
sembraron los tubos por medio de inoculacién de 5 tubos con el medio de cultivo
especifico y se tomé con una pipeta automatica 0.5 ml de cada una de las diluciones
(de 107 hasta 10", con la muestra. Los tubos inoculados se incubaron a 39°C
durante 14 dias al abrigo de la luz. Pasado ese tiempo de incubacién, se estimé el
NMP. Para el aislamiento y cuantificacién de SRB, se utilizé el medio de Posgate
especificado segtin Levet [1991].

Para las bacterias metanogénicas se preparé medio de Fosfato-buffer. Se disolvie-
ron los componentes del medio de cultivo (excepto la solucién de vitaminas y agente
reductor) en agua bidestilada y se ajust6 el pH a 7.2 a 7.4. Se afiadieron 0.2% de la
solucién de resazurina a cada medio (1 ml/1000 ml del medio). Se procedié a disolver
el oxigeno del medio, por calentamiento, bajo un chorro caliente de gas de CO, El
medio se reparti6 en tubos de ensayo y se presurizaron con CO, depositando con un
repartidor automéatico, 4.5 ml del medio anaerébico. LLos tubos fueron sellados con
tap6n de hule y sello de aluminio y se esterilizaron en autoclave por un tiempo de 25
minutos a una temperatura de 121°C. Una vez que los medios se enfriaron, se anadié
0.1 de la solucién de vitaminas esterilizadas por filtracién, en medio buffer (15% de
KH,PO, + 29% de K,HPO,, pH de 7.0 a 7.1), y 0.2 ml de la solucién de cisteina

al 2.5% [Morvan et al., 1994]. Para evitar el crecimiento de otras bacterias se le
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agregé penicilina G y estreptomicina a razén de 1 mg de cada uno por cada ml de
medio [Tokura et al., 1997]. El medio para las bacterias acetogénicas es el Ac-ll,
propuesto por Breznak y Switzer [1986], modificado por Greening y Leedle [1989].
Se adicioné solucién de acido 2-bromoetnosulfénico, el cual se preparé disolviendo el
compuesto en agua bidestilada y después se esterilizé por filtracién por medio de filtros
de membrana. Luego, se anadié solucién de vitaminas y minerales traza hasta comple-
tar el volumen de II.

Numeracién de bacterias por el método del nimero mds probable (NMP)

Se prepararon una serie de diluciones de 1" hasta 10” con solucién anaerébica;
después se inocularon 5 tubos de ensayo con 1 ml medio de cultivo especifico para
cada grupo bacteriano, de las 4 diluciones mas bajas (1 0® 107, 10°, 10°). Todos los
tubos se incubaron en la cdmara de anaerobiosis por un tiempo de entre 7 a 14 dias a
una temperatura de 39°C, bajo oscuridad. Para evidenciar el crecimiento microbiano
al finalizar, se determiné la turbidez del medio de cultivo o la presencia de un anillo
superficial que fue indice de crecimiento microbiano [Dore, 1995a; Dehonity et al.,

1989].

Disefio experimental

Para el presente estudio se utilizé6 un disefio completamente al azar con un arreglo
factorial 5x3, donde el factor A= cinco porciones del tracto gastrointestinal (intestino
grueso, clegos, intestino delgado, proventriculo y ventriculo) y el factor B= tres gru-
pos de bacterias (acetogénicas, metanogénicas y bacterias sulfato-reductoras). El ni-
mero de repeticiones fue de cinco.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA). Los prome-
dios fueron separados mediante la aplicacién de la prueba de Tukey al 0.05% de
probabilidad. Lo anterior se realiz6 mediante el paquete estadistico SAS [SAS,
1985].

Resultados

Presencia y cuantificacién de bacterias metanogénicas y acetogénicas en el tracto
gastrointestinal

No se observé crecimiento en los tubos utilizados para la determinacién del NMP de
archaebacterias y de acetogénicas en todo el tiempo de incubacién. El aislamiento y
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cuantificacién de las poblaciones de BSR en las diferentes porciones del tracto
gastrointestinal del avestruz en el medio de cultivo de Postgate especifico mostré creci-
miento bacteriano, el cual se evidencié por la presencia de un precipitado negro en
todos los tubos utilizados para la cuantificacién, por lo que el resultado se considera
positivo para todas las porciones del TGI.

Tamaiio de las poblaciones de bacterias sulfato-reductoras (BSR)

En la porcién del intestino grueso se observa el mayor tamafio de poblacién de
544.00 X 10° enseguida, los ciego 446.00 X 10% luego el intestino delgado con
una poblacién de 157.20 X 10° le sigue el proventriculo con 155.32 X 10% y por
tltimo, el ventriculo con 110.14 X 10° (cuadro 2, figura 1). El analisis de varianza,
mostré diferencias significativas entre las diferentes porciones (P<0,05).

Figura 1. Promedio de los valores de las poblaciones de bacterias sulfato-
reductoras en las porciones del TGI del avestruz.

1= Proventriculo; 2=Ventriculo; 3 =Intestino delgado; 4=Ciegos; 5=Intestino grueso.

Discusién
Los resultados del estudio demuestran la hipétesis de que la actividad microbiana
reportada para cada una de las cinco porciones del tracto gastrointestinal estd determi-
nada por la presencia y predominio de uno de los tres grupos de bacterias que reciclan
el hidrégeno en el tracto gastrointestinal del avestruz alimentado con dietas ricas en

paredes celulares. La presencia de las SFR en el avestruz supone la existencia de
microorganismos anaerobios productores de hidrégeno que propician las condiciones
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para reacciones bioquimicas termodindmicamente factibles, como lo indica Wolin
[1982].

En el intestino grueso del avestruz se observa presencia de una mayor poblacién
de BSR. Sin embargo, los resultados no son acordes con los reportados por Fievez et
al. [1999], aunque estos autores solamente mencionan resultados a partir del colon
del avestruz, donde encuentra que son predominantes las bacterias acetogénicas. Aun-
que la presencia de BSR en todas las porciones del tracto digestivo avestruz, concuer-
da con las reportadas en humanos sanos y enfermos mencionadas por Gibson et al.
[1988], quienes indican que hay individuos con SFR que predominan sobre la flora
bacteriana metanogénica.

Ushida et al. [1995] mencionaron que la concentracién de sulfatos en los diferen-
tes ecosistemas es el principal factor limitante en el desarrollo de poblaciones de BSR
y las concentraciones de sulfatos difieren entre los ecosistemas de los herbivoros. Kris-
tjansson y Schonheit [1982a] reportaron que las BSR tienen mayor afinidad por el
hidrégeno en comparacién con las metanogénicas, y que el mecanismo de reduccién
del sulfato, puede proporcionar més energia que la reduccién del diéxido de carbono,
por lo que las BSR tienen mas ventajas que las metanogénicas en condiciones y sustra-
tos apropiados [Krisjansson, 1982b; De Sousa et al., 2008], lo cual explica la gran
produccién de acidos grasos volatiles encontrados en cada una de las porciones del
tracto gastrointestinal del avestruz estudiadas por Swarts et al. [1993a]. Ademas,
dentro de los individuos excretores de metano es probable que las BSF utilicen el
lactato como equivalentes transferidores de hidrégeno para dominar las bacterias meta-
nogénicas.

En otro estudio, los resultados revelan que la metanogénesis y la sulfato-reduccién
son mutuamente excluyentes dentro del ecosistema del colon [Gibson et al., 1990;
Pochart et al., 1992]. Los resultados de esta investigacién son afines con los presen-
tados por Swart [1993a], quien reporta que en las diferentes porciones del tracto
gastrointestinal de avestruz, la concentracién de 4cido lactico varia ampliamente: pro-
ventriculo, 5 mM; ventriculo, 6mM; intestino delgado, 66 mM; ciegos, 7 mM; colon
proximal, 19 mM y colon distal, 26; por lo que es posible que las bacterias metanogé-
nicas no se encuentren presentes en los animales utilizados en este experimento y
pudiera ser probable que las bacterias metanogénicas sean inhibidas por las BSR al
metabolizar el 4cido lactico a acetato por uno de sus dos mecanismos de transporte de
electrones [Hansen, 1994; Noguera et al., 1998].

Tomando en consideracién que los avestruces presentan el habito de la coprofagia
y que la descamacién natural del epitelial del intestino libere mucina rica en sulfatos, lo
cual propicia el medio adecuado para las BSR, lo que concuerda con resultados pre-
sentados por Gibson et al. [1988], en donde, en un sistema de cultivos continuos la
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suplementacién con mucina aumenta significativamente el nimero de BSR. Los mis-
mos autores, en estudios realizados en humanos, concluyeron que en la sulfato-reduc-
cién, la acetogénesis y la metanogénesis no ocurren concomitantemente en algunas
porciones del tracto gastrointestinal [Robichaux et al., 2003]; es posible, entonces,
que tanto en los sujetos no metanogénicos —al igual que en el avestruz— no existen
competencias entre las bacterias sulfato-reductoras y los otros dos grupos de bacterias
utilizadoras de hidrégeno. Ademas, el efecto de la acidez en estas porciones, son
reforzados por medio de las mediciones del pH con valores de 1.6 en el proventriculo,
2.1 en el ventriculo, 6.9 en el intestino delgado y ciego, colon proximal de 7.2 y el
colon distal de 8.2 [Swart et al., 1993a]. Las poblaciones de BSR encontradas en el
colon proximal y distal en esta investigacién coinciden en que estas bacterias se ven
favorecidas por los valores del pH.

Sin embargo, el tamafio de las poblaciones encontradas en las demas porciones
pueden explicarse con el hecho publicado por [Hansen, 1994], el cual menciona que
las BSR son consumidoras de 4cido lactico y parece que este compuesto se encuentra
presente en concentraciones mas altas, por lo que es posible que debido a la presencia
de acido lactico y sulfatos, las BSR sean las tinicas presentes. Los resultados publica-
dos por Butine y Leedle [1989] muestran que en el colon existen mas de dos veces
poblaciones de bacterias hidroliticas y fermentadoras del xilano que en las otras porcio-
nes, por lo que tomando en cuenta los resultados de esta investigacién, es posible
deducir que la interaccién entre bacterias hemiceluloliticas y BSR predominan en
animales alimentados con dietas ricas en hemicelulosa; no obstante, en el actual estudio
no se midieron estos grupos de las poblaciones hidrolitica, xilanoliticas y celuloliticas.
Los resultados obtenidos sugieren realizar mas investigaciones para aclarar los géneros
y especies de bacterias SR de estos ecosistemas.

Del mismo modo, es necesario conocer si en estos habitats hay presencia de proto-
zoarios y hongos productores de hidrégeno y sus tipos de interacciones metabélicas.
Igualmente, no se han reportado cuales son las condiciones ambientales que prevalecen
en estas porciones de tracto gastrointestinal y la fuente de azufre utilizada, de dénde
proviene y cémo se mantiene el nivel 6ptimo para el predominio de estas poblaciones.

Conclusiones

El hidrégeno, uno de los dltimos productos de la fermentacién del tracto gastrointestinal
del avestruz alimentado con dietas ricas en paredes celulares, es reutilizado como ter-
minales o depésito por las bacterias sulfato-reductoras, las cuales dominan este
ecosistema.
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