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ENFOQUE Y ALCANCE

La Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica es una publicacion seriada, multidisciplinar*, arbitrada que adopta la revision por pares
de doble ciego, de acceso abierto via diamante y de produccién continua (Hacer click aqui para ver el proceso de publicacion), dirigida a
investigadores. Tiene como finalidad evaluar, publicar y difundir la produccién cientifica, principalmente, de la regién iberoamericana y de las otras
regiones tropicales y subtropicales.

Para facilitar el acceso y la apropiacion, se aceptan manuscritos en idiomas espafiol, inglés y portugués. La mayoria de los documentos que publica
pertenecen a articulos cientificos; sin embargo, también edita articulos de reflexion, de revision, reporte de casos y notas técnicas.

La revista es editada, sin interrupcion, desde 1998 y se encuentra indizada en Scopus, Chemical Abstracts, CAB Abstracts, indice Bibliografico
Nacional Publindex clasificada en “B” Convocatoria No. 910 de 2021, SciELO Colombia, Resefiada en Latindex e incluida en la base de datos
Periédica UNAM, México, en el Directory of Open Access Journals-DOAJ y en la Red Iberoamericana de Innovacion y Conocimiento
Cientifico-REDIB.

La gratuidad para el autor y el lector obedece a la financiacion de la revista por parte de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
U.D.C.AY a la colaboracidn desinteresada de los evaluadores externos. Ademas, el presente nimero cuenta con el apoyo financiero del Ministerio
de Ciencia, Tecnologia e Innovacién, a traves de la convocatoria No. 1041 de 2022.

*Temas abordados: Ciencias Agrarias, Ciencias Naturales y Ciencias Sociales.

FOCUS AND SCOPE

The “Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica”, is a serial, multidisciplinary*, refereed publication that adopts double-blind peer
review, diamond open-access and continuously produced publication (Click here to know the publication process), aimed at researchers. Its purpose
is to evaluate, publish and disseminate scientific production, mainly from the Ibero-American region, but also from the others tropical and
subtropical regions.

To extend the dissemination of articles and facilitate access and appropriation, manuscripts in Spanish, English or Portuguese are accepted. Most of
the documents published belong to scientific articles, however, it also publishes articles of reflection, reviews, case reports and technical notes.

The journal has been edited, without interruption, since 1998 and is indexed in Scopus, Chemical Abstracts, CAB Abstract, Publindex National
Bibliographic Index classified in “B” Announcement No. 910 of 2021, SciELO Colombia, Review in Latindex and included in the database
Periodica UNAM, Mexico, in the Directory of Open Access Journals-DOAJ, and in the Red Iberoamericana de Innovacion y Conocimiento
Cientifico-REDIB.

The not charges for the publication to the authors and the free access to the readers obey to the financing of the Universidad de Ciencias Aplicadas
y Ambientales and the disinterested collaboration of the peer reviewers. Furthermore, this issue has the financial support of the Ministerio de
Ciencia, Tecnologia e Innovacidn, through announcement No. 1041 of 2022.

*Topics.covered:-Agricultural Sciences, Natural Sciences and Social Sciences.

FOCO E ESCOPO

A Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacién Cientifica é uma revista multidisciplinar* que avalia, publica e divulga a producéo cientifica da
regido ibero-americana, utilizando o sistema de avaliagdo duplo-cega e adotando o sistema de acesso aberto via diamante (Clique aqui para saber
mais sobre o processo de publicagdo).

Com o prop6sito de facilitar o acesso e a apropriagdo da producao cientifica produzido por e para a regiao, a revista publica os artigos em espanhol,
inglés e portugués. A gratuidade para o autor, como.para o leitor, deve-se ao apoio financeiro da Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales
e a colaboracdo desinteressada dos avaliadores externos:
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A gratuidade para o autor, como para o leitor, deve-se ao apoio financeiro da Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales e a colaboracdo
desinteressada dos avaliadores externos. Além disso, esta edi¢cdo conta com o apoio financeiro do Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
através do anuncio No 1041 de 2022.
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Publicacion oficial de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, Institucion de Educacién Superior Acreditada de Alta

Calidad por el Ministerio de Educacién Nacional.

La investigacién y la innovacién son pilares fundamentales para
el desarrollo de cualquier sociedad moderna. En el contexto de
la educacién superior en Colombia, estos aspectos cobran una
relevancia mayor, debido a su impacto directo en la calidad de la
formacién académica y en la capacidad de las instituciones para
responder a los retos del siglo XXI. La acreditacién institucional,
entonces, se presenta como un mecanismo esencial para asegurar
y optimizar la calidad, la credibilidad y el reconocimiento de las
Instituciones de Educacién Superior —IES-, ante la sociedad
colombiana, impulsando la investigacién y la innovacién, como
clementos clave en este proceso, con acceso a conocimientos
especializados y con nuevas formas de razonamiento.

Para ello, las IES actualizan el servicio pablico de bien comtn que
prestan, para que sean reconocidas con altos niveles de calidad vy,
para ello, se someten al Modelo de Acreditacién en Alta Calidad,
materializando su quehacer institucional, en una autoevaluacion,
con la colaboracién de estudiantes, profesores, egresados,
empleadores, funcionarios y la sociedad en general.

El Acuerdo 02 de 2020 adopta referentes conceptuales, entre
ellos, la Alta Calidad, entendida como “caracteristicas que permiten
reconocer un programa académico o una institucion y hacer un juicio,
en el marco del mejoramiento continuo y de su diversidad, sobre su
capacidad de transformacion, dada por la proximidad entre el éptimo
correspondiente al cardcter del programa académico o a la naturaleza
Jjuridica, identidad, mision y tipologia de la institucion, y el modo en
que presta el servicio piiblico de educacién, los logros alcanzados y los
impactos generados” y, por otro, lo concerniente a los “Productos de
investigacion, innovacién, desarrollo tecnoldgico y de creacion’,
que se define como “.../los resultados que se obtienen en los procesos
de investigacion, innovacion, desarrollo tecnolégico y creacion, que
responden a la identidad, mision, tipologia y el contexto regional y
local de la institucion y de los programas académicos” (CESU, 2020).

Entendiendo que la Acreditacién en Alta Calidad es un
reconocimiento que se otorga, tanto a los programas académicos
como a las Instituciones, por cumplir con altos criterios de calidad,
deben, entre otros, asumir objetivos propuestos, como “Incentivar
el desarrollo de investigacion, innovacién, creacion e incorporacion
tecnoldgica en el quebacer institucional, de tal forma que pueda
contribuir a la atencion de las demandas sociales y productivas del
entorno colombiano” (CESU, 2020).

Con este predmbulo y una vez evidenciado su permanente esfuerzo
por el mejoramiento continuo, hoy, la Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales U.D.C.A, ostenta la Renovacién de
la Acreditacién Institucional en Alta Calidad, por un periodo
de seis anos, segin Resolucién No. 007467, del 15 de mayo de
2024 del Ministerio de Educacién Nacional, la cual, senala
“Que, por lo tanto, el Ministerio de Educacion Nacional evidencia
que la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales - UDCA
ha realizado un trabajo progresivo para el fortalecimiento dptimo de
calidad relacionado con la formacion integral de sus profesionales y
la comunidad académica, mediante procesos de creacion, desarrollo y
transmision del conocimiento, lo que le ha permitido desarrollar su
misidn, vision, objetivos, organizacion y funciones. Prueba de ello son
los procesos de acreditacion en sus programas académicos, en los cuales
se ha hecho evidente el desarrollo del Proyecto Educativo Institucional
(PEI), mediante una cultura organizacional dirigida a la evaluacion,
el mejoramiento continuo y la innovacion, mediante la definicién
de politicas, programas estratégicos, proyectos, acciones y recursos’
(Mineducacién, 2024).

Bajo el titulo de este Editorial con destino a la Revista U.D.C.A
Actualidad & Divulgacién Cientifica La Investigacion y la
Innovacién en la U.D.C.A, en el contexto de la Acreditacion
Institucional, se hard referencia al Factor 6 del Modelo de
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Anzola Montero, G.: CTel en la U.D.C.A

Acreditacién en Alta Calidad “Aportes de la Investigacion, la
Innovacion, el Desarrollo Tecnoldgico y la Creacidn al Entorno”, que
aborda dos caracteristicas: una, Formacién para la investigacion,
creacién e innovacidn vy, otra, Investigacion, desarrollo tecnolégico,
innovacién y creacion.

La investigacién en la Universidad abarca un amplio espectro de
actividades, desde la investigacion bésica hasta la aplicada, pasando
por la interdisciplinaria y la innovacién, que se refiere a la capacidad
de desarrollar y aplicar nuevas ideas, tecnologfas y metodologfas,
que mejoren los procesos educativos y contribuyan al desarrollo
socioeconémico; en este aspecto, la U.D.C.A ha venido generando
desarrollos tecnoldgicos en las diferentes 4reas del conocimiento y
avances en innovacién social.

No cabe duda, que la investigacién y la innovacién en la
Universidad incluye la produccién de nuevo conocimiento,
brindando soluciones a problemas locales y regionales, fortaleciendo
la formacién de investigadores, contribuyendo al desarrollo
tecnolégico y a la competitividad econdmica de diversos sectores,
generando transferencia desde y hacia los sectores productivos y
sociales y no menos importante, fortaleciendo las alianzas con el
tejido empresarial, social y comunitario del pais.

Dentro de los criterios institucionales de acreditacién establecidos
por el Consejo Nacional de Acreditacién —CNA-, se demanda
que las Instituciones demuestren un compromiso explicito
con la investigacién, la innovacién y el desarrollo tecnolégico
(CESU, 2020); es asi, que la Universidad de Ciencias Aplicadas y
Ambientales U.D.C.A, desde el Plan de Investigacién, Desarrollo
e Innovacién vigente (2021-2024), que tiene por objetivos reforzar
y consolidar las bases cientificas y tecnoldgicas de la Universidad,
impulsar la capacidad de innovacién, la competitividad y el empleo
de la regién, cumplir las prioridades y las necesidades de la sociedad
y sostener los valores y el modelo socioeconémico de la Institucién,
se ha logrado cumplir con este desafio y ha permitido impulsar
la produccién cientifica, el aumento de proyectos de investigacién
internos y externos, mejora en la infraestructura y en los recursos
financieros, fisicos y de talento humano para la investigacion,
formacién de investigadores y vinculacién con actores del entorno.

Y asi lo ratifica la Resolucién No. 007467 del 15 de mayo de 2024,
que contiene el concepto emitido por parte de la Comisién de
DPares externo, al sefialar: “El plan I+D+i 2021-2024 y las politicas
institucionales han orientado los procesos de produccion cientifica hacia
la ciencia abierta con la interaccion de distintos actores. También con
lineas para el avance de la UDCA como una Universidad sostenible,
innovadora y competitiva’ (Mineduacién, 2024).

De igual manera, el Consejo Nacional de Acreditaciéon —~CNA-
, conceptud que “La formacién para la investigacion incluyendo
diferentes actividades y estrategias, dan cuenta de las siguientes cifras
desde el periodo anterior de acreditacion: 143 cursos en los programas
de pregrados y 36 en los de posgrados, 1.268 trabajos de grado de
pregrado y 885 proyectos de investigacion y 91 estudiantes de posgrados
con 91 proyectos, las jornadas de investigacion con la participacién
de 91 estudiantes como ponentes, los 30 semilleros de investigacién

con participacion de 2.515 estudiantes, 24 jovenes investigadores y
la participacion en proyectos de investigacion de 147 estudiantes de
pregrado y 18 de posgrados” (Mineduacion, 2024).

Un indicador claro del proceso de Investigacién, Innovacién y
Emprendimiento hace referencia a las mediciones obtenidas bajo
las convocatorias para clasificacién de grupos de Minciencias y por
el incremento de los profesores categorizados, que pas6 de 32, en el
2018, 248 en 2021-2023 y la mejora en la categorizacién de grupos
de investigacién con los que, actualmente, cuenta la Universidad,
que corresponde a 2 grupos en categoria Al; 3, en categoria A; 3
grupos en categoria B y 3 grupos en C.

Adicionalmente, el crecimiento de estos grupos de investigacién y
de sus actividades, se debe, en parte, al desarrollo de mds de 150
proyectos de investigacién e innovacién, de impacto cientifico y
social, tanto institucional como nacional e internacional, financiados
por diferentes fuentes, entre las que se destacan las convocatorias
internas de proyectos de investigacién y el aumento del nimero de
publicaciones cientificas, las cuales, han venido creciendo, teniendo
un total, entre 2014 y 2018, de 160 producciones académicas,
comparado con los articulos entre 2019 y 2023, que fue de 372._

El concepto de la Sala General de Acreditacién del CNA, que
viene anexo a la Resolucién, que otorgd la renovacién de la
Acreditacién Institucional, evidencié diversos aspectos positivos
para la Investigacién Productiva, entre los que cabe destacar
(Mineduacién, 2024):

o “El fortalecimiento de los grupos de investigacion, con logros
evidentes, entre otros, el incremento y el avance en la categorizacion
en Minciencias™.

o “El aumento desde la acreditacion anterior en el niimero de
investigadores reconocidos por Minciencias”.

*  “Los resultados de investigacion que desde 2020 ascendieron a un
total de 508 productos”.
o “El seminario permanente de investigacion ofrecido desde el

periodo 2020-2, con 36 sesiones, facilitando la interaccion con
expertos nacionales internacionales en temas de I+D+i, donde
entre otros, se presentan los resultados de proyectos de investigacion

finalizados” .

»  “El trabajo colaborativo con distintas entidades de investigacion
a nivel nacional e internacional, asi como con empresas para la
solucion de necesidades especificas”.

o “Los premios y distinciones recibidas por actividades de
investigacion, incluyendo: premios de fundaciones, de asociaciones
nacionales, de entidades internacionales, o por la participacion en
eventos académicos, entre otros”.

»  “Elavance desde la acreditacion anterior, en el registro de software,
entre otros, para el seguimiento a heridas crénicas vasculares”.
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“El centro de innovacién y emprendimiento Thinkgua y los proyectos
dirigidos a apoyar a pequerios empresarios agropecuarios, fortalecimiento
de la capacidad tecnoldgica ¢ innovadora y contribuyendo a la
reactivacion econdmica y el auwmento de la produccion en las
comunidades del drea de influencia dentro de una politica de inclusion
y responsabilidad social. La red de emprendimiento y el programa
Agro-Emprende Digital, las contribuciones a la memoria histérica con
el sendero de la memoria Muisca y la igualdad de género con el proyecto
Mujer Rural, son programas que general un impacto significativo en la
sociedad que se traduce en la apreciacidn y preservacion de la riqueza
cultural y artistica, asi como de otros dirigidos al desarrollo humano
sostenible, los impactos sobre los ODS y poblacion en condicion de
vulnerabilidad’, otro concepto de la Sala General de Acreditacion
(Mineduacién, 2024).

Igualmente, predomina el desarrollo del Centro de investigacion y
Diagnéstico Molecular BSL3, como infraestructura especializada
en investigacién. Al respecto, la Resolucidn especifica que “ También
es evidente la obtencidn de recursos para la investigacidn por medio
de convocatorias de distintas entidades y fondos a nivel nacional.
Destacdndose recursos para el desarrollo de investigaciones sobre la
evaluacion del potencial de plantas nativas y el control de células
cancerigenas, otras conducentes a la conservacion de un pez de clima
[rio, o los recursos del Sistema General de Regalias para adecuar un
laboratorio de bioseguridad BCL3 [sicl, para trabajar patdgenos de
interés en salud piiblica en Bogotd” (Mineducacion, 2024).

Por lo expuesto previamente, consideramos que la ruta a seguir,
una vez consolidada la investigacidn, tanto formativa como
productiva, es lograr la innovacion total, que permita generar Valor
Anadido en la Universidad y esto lo lograremos, promoviendo una
cultura de innovacién estructural, organizativa y relacional, que
genere capacidades instaladas en nuestro personal, para promover

liderazgo, excelencia estratégica, excelencia operativa y poner en el

centro la EXCELENCIA EN LA INNOVACION.

A la luz de lo planteado, se iniciard, en colaboracién con la
Universidad Politécnica de Valencia, una actividad de formacién
y de entrenamiento para directivos de la U.D.C.A, en la gestién
del proceso de Innovar, Liderar, Crear y Comunicar y de uso
de las Herramientas correspondientes, asociadas a cada uno de
ellos. Asi, cada participante desarrollard un entregable, que serd
una formulacién de un Reto de Innovacién Estratégica de la
Universidad, que serd parte constitutiva del PLAN ESTRATEGICO
DE INNOVACION de la Institucién.
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ABSTRACT

Fruit production forecasts are a tool to plan the harvest and improve
market strategies. To carry it out, it is essential to have information
about the behavior of fruit development over time. The objective
of this work was to find the mathematical-statistical model that
best describes the growth pattern of tangor murcott fruit (Citrus
reticulata x C. sinensis ‘Murcott’) and analyze how it is affected
by environmental conditions. For this, in nine orchards, located
in four locations in the province of Corrientes, Argentina, the
equatorial diameter of 2,053 fruit from 82 days after full flowering
to harvest were periodically registered during five seasons. The
nonlinear models were compared: Logistic, Gompertz, Brody, Von
Bertalanffy, Weibull, Morgan Mercer Flodin (MMF), Richards,
and their respective re-parameterizations. The magnitudes of
nonlinearity measures, coeflicient of determination and estimates
of residual deviation were considered as the main goodness-of-fit
criteria. The selected model-parameterization combination was the
fifth parameterization of the Logistic model with random effects
on its three parameters. An Analysis of Variance model on the
estimates of these parameters for each fruit showed that orchard
and season factors were an important source of variability, mainly
in those related to the initial size of the fruit and their growth rate.
These results will allow the construction of growth tables, which
in addition to making yield predictions, can be used to estimate
fruit size distribution at harvest and improve the cultural practice
of manual fruit thinning,

Keywords: Harvest forecast; Logistic model; Non-linearity
measures; Variance components; Size fruit.
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RESUMEN

Los pronésticos de produccién de fruta son una herramienta para
planificar la cosecha y mejorar estrategias de mercado. Para su realizacién es
imprescindible contar con informacién acerca del desarrollo de los frutos a
lo largo del tiempo. El objetivo del presente trabajo fue encontrar el modelo
matemdtico-estadistico que mejor describa el patrén de crecimiento de
frutos tangor murcott (Citrus reticulata x C. sinensis ‘Murcott) y analizar
cdmo es afectado por condiciones medioambientales. En nueve huertos,
ubicados en cuatro localidades en la provincia de Corrientes, Argentina,
se registré durante cinco temporadas el didmetro ecuatorial de 2053 frutos
desde los 82 dias después de plena floracién hasta el momento de cosecha.
Se compararon los modelos no lineales: Logistico, Gompertz, Brody,
Von Bertalanfly, Weibull, Morgan Mercer Flodin (MMF), Richards,
y sus respectivas re-parameterizaciones. Como principales criterios de
bondad de ajuste se consideraron las magnitudes de medidas de no
linealidad, coeficiente de determinacién y estimaciones del desvio residual.
La combinacién modelo-parametrizacién  seleccionada fue la quinta
parametrizacién del modelo Logistico con efectos aleatorios en sus tres
pardmetros. Un modelo de andlisis de la variancia sobre las estimaciones
de estos pardmetros para cada fruto mostré que los factores huerto y
temporada eran una importante fuente de variabilidad, principalmente en
los relacionados con el tamafio inicial de los frutos y su tasa de crecimiento.
Estos resultados permitirdn construir tablas de crecimiento, que ademds de
realizar predicciones de rendimientos, podran ser utilizadas para estimar
distribucién de tamanos de fruto a cosecha y mejorar la préctica cultural

de raleo.

Palabras claves: Componentes de varianza; Medidas de no linealidad;
Modelo logistico; Pronésticos de cosecha; Tamaro de frutos.
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INTRODUCTION

In Argentina, citrus fruit rank first in volume of fruit production,
followed by pitted and stone fruit. The country ranked sixth
worldwide in the 2021-2022 season, with nearly two million
tons of lemons (Citrus lemon), one million tons of oranges (Citrus
sinensis), 370 thousand tons of mandarins and 95 thousand tons
of grapefruits (Citrus paradisi) (Federcitrus, 2023). Term mandarin
includes various species grouped as Citrus reticulata, C. unshiu,
C. nobilis, C. tangerina, C. deliciosa, C. Clementina, C. reshni, C.
sunki, and its hybrids such as tangor, an interspecific hybrid of C.
reticulata x C. sinensis.

Oranges are the most consumed citrus fruit worldwide, but in
recent years mandarins and their hybrids have been in growing
demand. Availability of these fruit is assured throughout the
year thanks to post-harvest treatments, the development of late
varieties and production in both hemispheres. Tangors, particularly
tangor murcott, which are mandarin hybrids, are among the
most demanded by international markets, since they are excellent
quality, very sweet, easy to peel, and have a high juice content and
low acidity. In addition, plants have a high degree of adaptation to
a wide range of climatic conditions, from desert to subtropical, so
their cultivation is increasing rapidly. Specifically, in northeastern
Argentina, sweet oranges and mandarins are relevant agricultural
exports (Federcitrus, 2023).

Yield prediction is a great challenge in fruit orchards. Early
production forecasts allow producers to estimate final fruit volume,
calculate supplies needed for fruit picking, plan and manage
storage spaces, reserve sorting facilities, and plan transportation
(Wang & He, 2021). Added to this is the possibility of making
advance provisions of logistical aspects of marketing that improve
its competitiveness in national and international markets and
proposing marketing strategies (Bébeda ez a/. 2018).

Predicting fruit production requires the definition of models
and to do so it is necessary to estimate parameters in relation to
characteristics that the fruit will have on the harvest time. Adjusting
a model to fruit growth data allows finding an appropriate function
that synthesizes the information that comes from measurements
made on the same individual, favoring the estimation of fruit size
at any time prior to harvest (Del Brio ez al. 2023a).

Processes that cause sigmoidal growth curves or S-shaped curves are
very common in biology and agronomy. Growth curves describe
the evolution of individuals, plant or animal organs, over a period
of time. A wide variety of examples of sigmoidal growths are found,
from the development of root cells to the growth of total air mass in
large forest trees. Such curves start from a fixed point and increase
their slope monotonously until reaching a turning point, in which
the slope begins to decrease and the function asymptotically
approaches a final value.

The curve that represents the growth of a fruit varies with the species
in question. For citrus fruit, it generally corresponds to a simple
sigmoid, characterized by three well-defined periods: the first one,

of exponential growth, caused by cell division, goes from anthesis
to the end of the physiological flower fall (phase I). The second
one, of linear growth, generated by cell growth, from the end of the
physiological flower fall, until shortly before the fruit color change
(phase II). The third one is characterized by a reduced growth rate
and includes all the changes associated with maturation (phase III)
(Orduz-Rodriguez ¢t al. 2009; Ueda et al. 2010; Canizares Chacin
et al. 2012; Agusti et al. 2020; Forlin et al. 2023).

For the particular case of Ponkan mandarin (Citrus reticulata
‘Ponkan’), Esposti ez al. (2008), found that fruit development
followed a simple sigmoid curve, with phase I extending from
anthesis to day 85 after full flowering, with a transition period to
phase II lasting until day 101 after full flowering. Phase II began
shortly after the transition phase and extended until day 251 after
full lowering, beginning phase III of fruit ripening, which extended
until harvest, which took place 276 days after full lowering.

Numerous mathematical functions have been proposed to model
these growth curves. The most used are Logistics (Nelder, 1961),
Gompertz (1825), Von Bertalanffy (1938) and Brody & Lardy
(1945), followed by those of Richards (1959), Morgan et al. or
MMEF (1975) and the models derived from Weibull distribution
(1951). In turn, each of them presents different parameterizations,
which are alternative ways in which a parameter can appear in the
model, and which give it particular characteristics, constituting
families of curves.

According to Cordeiro et al. (2009), many times the model is not
expressed in a parametric form that facilitates the convergence of
the iterative process used to obtain the parameter estimates. So it is
necessary to look for the most appropriate re-parameterization, that
is, its behavior is as close as possible to the behavior of a linear model
since the statistical properties of nonlinear models, the estimation
of parameters and the validity of the asymptotic inference depend
on the approximations to the linear behavior of said models. Many
authors have used different models to describe and develop fruit
growth curves (Godoy et al. 2008; Balaguera ez al. 2009; Terra et
al. 2010; Prado et 2l. 2013; De Brites Senra er al. 2022), but in
general they don’t question the re-parameterizations available for
that model.

The expressions used to evaluate the adequacy of these linear
approaches and their effects on inference are known as nonlinearity
measures (Cordeiro ez al. 2009). Bates & Watts (1980) quantified
the nonlinearity present in the nonlinear models based on the
geometric concept of curvature y demonstrated that nonlinearity
can be decomposed into two parts: the intrinsic nonlinearity (IN)
that is typical for the model and the parameter effect (PE), which
represents the effect of nonlinearity on the model parameters. Large
values of IN indicate high nonlinearity of the response function, and
high values of PE indicate that the parameterization of the model is
responsible for the greater distance from the linear form. A model
should be preferred when it has low values for these statistics, since
estimators tend to be unbiased, normally distributed, and with
minimal variance, even in small samples (Zeviani ez a/. 2012).
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Various articles analyze non-linear models in different plant species;
however, the literature is scarce in the description of growth in
mandarins and especially in tangors (a hybrid of mandarin and
sweet orange). For this reason, the objective of this work was to
find not only a mathematical model, but also its most convenient
re-parameterization, which allows describing the growth pattern of
tangor murcott fruit (Citrus reticulata x C. sinensis ‘Murcott).

MATERIALS AND METHODS

Experimental Data. Experimental data were obtained in nine
commercial tangor murcott orchards, located in four locations in
the Province of Corrientes, Argentina, for five seasons. Since the
same orchards were not studied in all seasons, the orchard-season
combination constituted thirteen different environments.

The climate of the region in question is humid subtropical, very
warm in summer, but with a chance of frost in winter. It has frequent

water excesses in autumn and spring, and moderate and eventual
deficits, mainly in summer. The average annual temperature varies
between 21 °C North and 19 °C South. Rainfall is abundant and
frequent, exceeding 1,500 mm annually NE, gradually decreasing
to less than 1,000 mm in the SW angle. The number of days with
rainfall varies very little between the months of the year; between
6 and 8 per month, which total around 80-100 days of rainfall per
year. The average annual relative humidity ranges, in all locations
in the province, between 70 and 75% (Ministry of Production,
province of Corrientes, 2019).

All orchards had drip irrigation and the plants received the usual
pruning, fertilization, thinning and health treatment in the area.
Table 1 shows the characteristics of the orchards and season in
which the measurements were taken.

Table 1. Name, location, characteristics and seasons studied for the different tangor murcott orchards (Citrus reticulata x C. sinensis ‘Murcott).

Location Orchard | Co-ordinates Graft-holder Planting No. of trees Age Soil Season
frame (years)
28°18°08” S
1.1 Poncirus trifoliata 7x3.5 582 8 Sandy 2010/11
58°15’16” W
28°18°20” S
1.2 P trifoliata 7x3.5 361 15 Sandy 2014/15
58°15’55” W
28°18°07” S
Tabay 1.3 P, trifoliata 7x3.5 361 15 Sandy 2014/15
58°16°02” W
28°17°51” S
1.4 Citrus maxima 6x5 1089 15 Sandy 2015/16
58°14’57” W
28°17°54” S
1.5 P trifoliata 6x2 1304 11 Sandy 2015/16
58°15°07” W
2010/11
28°14°58” S
San Lorenzo 2.1 P trifoliata 7x3.5 733 7 Clayey 2011/12
58°50°12” W
2013/14
2010/11
28°28’16” S
3.1 P trifoliata 6x3 815 18 Sandy 2013/14
58°58’17” W
Bella Vista 2014/15
28°28'59” S
3.2 P trifoliata 7x3.5 949 7 Sandy 2015/16
58°15'19” W
28°15°16” S
Santa Rosa 4.1 ; P, trifoliata 6x2 733 10 Sandy 2011/12
58°02°05" W

On the perimeter of each orchard plot, an edge composed of the first
three rows was not included and from the remaining ones 10 plants
were selected on its two diagonals, through systematic sampling with
random start. In each plant, 30 fruit were identified, distributed
throughout the crown of the tree, whose equatorial diameter (mm)
was monitored using a digital caliper, with a frequency of 10 to 15
days. To determine the sample size, the recommendations followed
were those of Avanza et al. (2010). The measurements began once the

cultural management that defines the amount of fruit in the plant was
completed, commonly called load, and were referred to as days from
the date of full flowering (DDPF), which corresponds to 80% of open
flowers. Measurements began between 58 and 105 DDPF depending
on the orchard and season, and continued until harvest, obtaining
between 10 and 22 measurements throughout the growth period.
Considering the fruit that suffered natural fall and the subsequent
cleaning of the database, 2,053 fruit were available for analysis.
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Statistical analysis: nonlinear regression. In the first instance, for
each fruit, the models corresponding to the mathematical equations
described in Table 2 were adjusted, where the first parameterization
is presented with which these curves appeared in the literature and
then the re-parameterizations of these initial forms most frequently
cited in the literature, which in turn are detailed in Table 2. All

Table 2. Models analyzed to describe growth of sigmoid-type fruit.

cases indicate the deterministic part of the expression. The PROC
NLIN procedure was used in the SAS On Demand for Academics
statistical package (SAS, 2023), with the Marquardt calculation
method. The initial values for the estimators were obtained

according to the methodology proposed by Ratkowsky (1983).

Initial parameterization

y _ o
1+exp” 7
Logistics (L1) (Nelder, 1961)

[_ex (ﬂ*rx)]
y=aexp
Gompertz (G1) (1825)

y=a-py

y= a*(l—ﬂ*exp("*x))

Morgan-Mercer-Flodin (1975)

Von Bertalanfly (1938) Brody & Lardy (1945)
o (04
= ﬂ}/-l-—aX y= 1 =a- Bex -rx®

Richards (1959)

Weibull (1951)

Logistic (L) and Gompertz (G) Model Re-parameterizations

1 a
e —————————— [ — y = —x
y a+ fexp(-yx) y a+ By” (L3) Lvexp(B)r" (14
(L2)
a B a
Y= y= " y= 1 N .
a+ exp(ﬂ)7 (L5) 1+ ﬁ EXp(—}/ X) 1+ ( _1j*e7*x
(L6) P w7
— _ X _ —e[r*(-x)] _ prel-—r™)
y=expla=/5r) (g y=a*e y=are” "
(G3)

y= equatorial diameter of fruit, x= DDPE, «, 3, y and & = parameters.

Nonlinear models were evaluated with the classic goodness-of-fit
criteria: number of non-convergent curves (NCNC), coeflicient of
determination (R?), magnitude of the residual deviation (Sy/x) and
t-test for null hypothesis of parameter equal to zero.

In addition, magnitudes and significance of intrinsic nonlinearity
(IN) and parameter effect (PE) nonlinearity were evaluated,
determining their significance with the critical value 1N\Fe v @,
where v = n-p with » = number of observations in time and p =
number of model parameters. IN and PE measure the degree of
nonlinearity in a data-model-parameterization set, and if they
are not significant, the model could be considered to have linear
behavior.

In the different models presented, as well as in their different
parameterizations, Greek letters o, B, Y Y & were used deliberately
and consistently, so that they represent the same meaning in all

of them. Thus, the interpretations of them correspond to the
following aspects of the growth curves: & is the parameter related
to the superior asymptote, P to the intercept of the function, y with
the rate of growth of the curve from a ‘start’ value determined by
the magnitude of P to a ‘final’ value, determined by the magnitude
of a, and finally &, only present in the four-parameter models,
it provides greater flexibility to the model for data adjustment,
compared to three-parameter models.

To the previously selected model, which corresponds to a non-
linear fixed model, random effects associated with each parameter
were incorporated, given that the observations were made on the
same fruit (subject) over time (longitudinal measurements). To do
this, the adjustment of seven possibilities for adding random effects
in the parameters, three models with the addition of random effect
on a single parameter, three models with random effect addition
on two parameters, and a third model with random effect addition
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on all three parameters was evaluated. These mixed nonlinear
models were adjusted with the restricted maximum likelihood
method, using library n/m (Nonlinear Mixed-Effects Models) of
the R package (R Development R Core Team, 2022) and they were
compared using the Akaike Information Criterion (AIC) (Akaike,
1974) and the Bayesian Information Criterion (BIC) (Schwarz,
1978).

Statistical analysis: components of variance on estimated
parameters. To study the effect of environmental factors on the
estimated parameters, the selected growth curve was adjusted to
each fruit and an unbalanced analysis of variance was proposed
considering orchards, seasons and trees as random factors according
to the following model:

yie=p+ Oi + § + O S+ T(O*Ship) + Elz

Where: yju are the estimates of parameters &, B and y for each
fruit, O; the effect of 7" orchard, S is the effect of the 7™ season,
0*S; effect of orchard-season interaction, 7(O*S) effect of &
nested tree in combination 7 orchard with jth season and Euk
the random error, which in this case corresponds to the variability
between fruits.

For each of the factors and interaction, its significance was analyzed,
and its component of variance was found in absolute and percentage
terms. For this analysis the GLM and VARCOMP procedures
of the SAS On Demand for Academics statistical package (SAS
ODA, 2023) were used.

Table 3. Goodness-of-fit measures for the different models.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 3 shows that the four-parameter models are the ones that
presented the least residual deviation given the versatility that
these models have when presenting a flexibility parameter, which
translates into slightly higher R” values. But at the same time they
were the ones that had the greatest problems of convergence and high
number of fruit with significant intrinsic nonlinearity, particularly
Richards’ model, which would imply an over-parameterization of
these models to describe the growth pattern of tangor murcott fruit
for the number of records over time available in this study. Similar
results were found by Bramardi et 2/ (1997), for cvs. William’s
and Packham’s triumph pear fruit (Pyrus communis “William’s’ and
‘Packham’s Triumph). Avanza et al. (2008) mention that MMF
and Richards models did not converge for any fruit and Weibull
model for only one in their study on the growth pattern of sweet
orange fruit. On the contrary, Ukalska & Jastrzgbowski (2019)
had no problems with convergence in Richards’ model and it was
selected as the best to describe the dynamics of the emergence of
the common oak epicotyl (Quercus robur); this is surely because
daily growth measurements were surveyed over a period of 74 days.
Solérzano-Thompson et al. (2021) also opted for a four-parameter
model (MMF) to study the evolution of oil palm performance
(Elaeis guineensis) throughout the life cycle of the crop, but they did
not analyze nonlinearity measures.

Model NCNC Noi;ff: uit Sy/x R’
Logistics (L1) 0 2 1.5010 0.9840
Gompertz (G1) 0 1 1.5164 0.9836
Von Bertalanffy 8 32 1.5968 0.9820
Brody 8 7 1.5956 0.9821
MMEF 19 57 1.4231 0.9854
Richards 147 717 1.4029 0.9870
Weibull 3 231 1.4257 0.9864

NCNC = number of curves that did not converge. No. of IN fruit** = quantity of tangor murcott fruit with significant intrinsic non-lin-
earity (p-value < 0.05). Sy/x = mean residual deviation (mm). R2 = coefficient of determination. (n=2,053).

Of the models with three parameters, those that performed best,
either due to ease of convergence, IN and goodness-of-fit, were
Logistics and Gompertz models. It should be noted that both
models showed adequate residual behavior, and in all cases the
estimated parameters were significant (p< 0.001). Therefore, the
study of the parameter behavior corresponding to the different
parameterizations was continued only in these two models.

Of all the re-parameterizations analyzed for Logistics and Gompertz
models, we could consider L1, L4 and L5 as the most satisfactory

since they recorded the lowest values of mean PE nonlinearity
(Table 4). In them, between 77.29 and 84.06% of the fruit present
estimates of their parameters close to linear behavior, which implies
were speaking about estimators that may be considered weakly
biased, with a distribution close to normal and with minimal
variance. At the same time, parameterization L5, in addition to
having the lowest mean PE non-linearity measurement value, was
the most homogeneous.
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Table 4. Tangor murcott fruit percentage with significant parameter effect (PE) (p-value < 0.05) for the different re-parameterizations of

the Logistics and Gompertz models. SD: standard deviation

Parameterization % PE fruit** Mean PE SD (PE)
L1 22.71 0.4749 0.3124
L2 96.29 1.4278 0.7014
L3 96.72 1.4393 0.7073
L4 21.62 0.4664 0.3099
L5 15.94 0.3974 0.2410
L6 93.89 1.3161 0.6698
L7 93.89 1.3161 0.6698
Gl 47.38 0.6683 0.4778
G2 94.54 1.2687 0.5981
G3 63.32 0.8135 0.5768
G4 94.98 1.2723 0.6023

To describe the growth of the gulupa fruit (Passifloraedulis . edulis
SIMS), Carvajal er al. (2012) found that the model that best
adjusted growth was Logistics. Cafizares Chacin ez a/. (2012) found
that in the cultivation of “Tahiti” lime (Citrus latifolia Tanaka), the
development of the fruit followed a sigmoid model from anthesis
to maturation, characterized by the three phases described in the
introduction. These results coincide with those of Balaguera ez
al. (2009) who in order to study the growth and development of
champa (Campomanesia lineatifolia) adjusted a Logistic model,
because it presented a smaller residual mean square of the error
compared to the Gompertz model. On the other hand, in Valencia
Late orange (Citrus sinensis ‘Valencia Late’) Romdn-Romdn &
Torres-Ruiz (2014) found that Bertalanffy’s modified version (Lv
& Pitchford, 2007) provided a good fit.

Fernandes ezal. (2015), highlight that the choice of parameterization
affects the model, and therefore, influences the reliability and
inferences about the estimated parameters. In their study, PE values
were lower than IN for pequi fruit growth (Caryocar brasiliense)
in L6 and G4. Also, they mention that the parameterizations in
models L6 and G3 had the highest standard error for the estimation
of the parameter [3, resulting in a greater effort in the computational
calculation since these estimates require more iterations to achieve
the convergence of the solution curve as also Rossi & Santos (2014)
stated.

By using nonlinearity measures, Bramardi ez a/. (1997) selected
the Logistics model in the third parameterization according
to Ratkowsky (1983), to describe the growth of William’s and
Packham’s triumph pear fruit, in order to be used for prediction
of final fruit size. Fernandes et 2/ (2014) and De Brites Senra et
al. (2022), use nonlinearity measures as one more goodness-of-
fit measure to choose the model that best describes the growth
of coffee fruit, Coffea arabica cv. Obata and Coffea canephora cv.
Conillon, respectively.

Due to the above, the Logistics model in its fifth parameterization
(L5) can be considered the most appropriate to describe the growth
pattern for tangor murcott fruit. This result agrees with Avanza
et. al. (2008), who found that the most appropriate model-data-
parameterization combination to describe the growth pattern
for Valencia Late orange fruit is the Logistics model in the fifth
parameterization, according to Ratkowsky (1983), defined for three
sizes of small, medium and large fruit. In their work, 93.3% of the
fruit presented non-significant PE for said re-parameterization.

The interpretation of the parameters in model L5 according to

Ratkowsky (1983) is the following:

o: parameter related to the superior asymptote (ASIN); in this
parameterization ASIN =1 /.

B: parameter associated with the lower asymptote or intercept
(INT) that describes the value of Y corresponding to X = 0. In this
parameterization INT =1/ (o + h).

y: parameter related to the growth rate (TC) from the initial
values (magnitude PB) to the final values (magnitude o); in this
parameterization it is given by the TC function = -In y.

By incorporating random effects into the parameters of model L5,
it was found that the alternative that presented the best fit (AIC and
BIC criterion) was the one that considered these effects in the three
parameters, that is, all the terms of the model vary from individual to
individual. Therefore, the expression of the mixed non-linear model
to describe the growth of these fruit should be expressed as:

where @, brand gi represent the random component of fruit /on each
of the estimated parameters.
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Table 5 shows the estimates of the fixed part of the parameters of
the mixed nonlinear model by season and orchard.

Regarding the analysis of the variance, the orchard*season
interaction was only significant for parameter y (p-valor = 0.02),
the other terms of the model under analysis being highly significant
(p-value < 0.001). Table 6, where the estimates of the variance
components for each parameter are detailed, shows that y together

with {8 had their main source of variation in the orchard and season
factors, that is, both the initial size of the fruit and the rate of
growth are the characteristics of the growth curve that are most
affected by differential environmental conditions. On the other
hand, in the case of parameter @, associated with the final size of
the fruit, the participation of the tree and fruit factors in the total
variability increases, although the variability between orchards and
seasons remains highly significant.

Table 5. Estimation of parameters &, B and y of the Logistics model in its 5th re-parameterization for average growth of tangor murcott

fruit per season and orchard analyzed

Orchard Season No. Fruit a B Y
1.1 2010/11 69 0.0156 -2.1201 0.9783
1.2 137 0.0144 -1.9063 0.9798

2014/15
1.3 151 0.0131 -2.0842 0.9813
1.4 213 0.0162 -1.3429 0.9745
2015/16
1.5 209 0.0155 -1.7127 0.9786
2010/11 202 0.0142 -2.2697 0.9817
2.1 2011/12 151 0.0143 -1.9334 0.9779
2013/14 133 0.0139 -1.9504 0.9824
2010/11 195 0.0136 -3.1971 0.9854
3.1 2013/14 101 0.0143 -2.9079 0.9850
2014/15 129 0.0153 -1.9367 0.9781
3.2 2015/16 169 0.0124 -2.8262 0.9880
4.1 2011/12 194 0.0141 -1.8199 0.9844

Table 6. Estimation of components of absolute (Var) and percentage (Var%) variance of the orchard, season and tree factors corresponding
to the estimated parameters of the non-linear model L5 for each tangor murcott fruit.

a p y
Random effects

Var %Var Var %Var Var % Var

Orchard 1.07E-06 26.57 0.4190 43.40 1.46E-05 39.82
Season 7.57E-07 18.71 0.4251 44.03 1.28E-05 34,96

Orchard*Season ns - ns - 1.19E-06 3.25
Tree 1.03E-06 25.47 0.0256 2.65 2.22E-06 6.07
Residual 1.18E-06 29.24 0.0957 991 5.81E-06 15.89

ns: no significant (p-value > 0.05)

The fact that the different parameters of the growth curves for tangor
murcott have variability between environments is of interest from an
agronomic point of view, given that depending on the environmental
characteristics (season-orchard combination) the size of the fruit
changes throughout its entire growth period.

Through multiple regression analysis, with different climatic variables
as regressors, Kaack & Pedersen (2010) demonstrated that the
diameter of apple fruit (Malus domestica) was significantly affected by

two climatic factors: degree days and evaporation potential. Zadravec
et al. (2014), compared 4 apple cultivars and found that the harvest
size of the fruit varies significantly between years, depending largely on
temperatures, location and other environmental factors.

Similar results were reported by Orduz-Rodriguez ez /. (2009) in myrtle
mandarin (Citrus reticulata ‘Arrayana) where they demonstrated that
growth rates, external characteristics and fruit quality are determined
by the climatic conditions of the region and the grown variety.
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Due to the above, the introduction of random effect coefficients
in the modeling of tangor murcott growth curves allows modeling
the covariance between observations coming from the same fruit,
introducing flexibility to the model to contemplate the variability
existing among individuals and among environmental conditions
in accordance with what is established by Godoy et a/. (2008).

Avanza et al. (2008) report, in a study on the growth pattern of
Valencia Late orange, orchard-season interaction, both for the
parameters associated with growth rate and for that related to the
intercept and found the initial size of the fruit, a factor that was
not considered in this work, as the main source of variation for all
parameters.

Bramardi ez al. (1998) by describing the growth pattern of cvs
William’s and Packham’s triumph pears, through analysis of the
variance on the estimated parameters for each fruit of a logistic
model in parameterization L3, found a relatively homogeneous
behavior between trees that belong to the same orchard, but
important variations due to their particular characteristics (orchard
effect), and the climatic conditions during the seasons (year or
season effect) which coincides with the results found.

Panta ez al. (2023) studied the growth pattern of three pecan nut
cultivars (Carya illinoinensis). They used a mixed nonlinear model
to analyze the variability in the parameters of the Gompertz and
Logistics models with respect to the cultivar factor and five different
locations, which were also significant. In addition, they proposed a
growth model based on the accumulation of thermal units, instead
of DDPF, to facilitate a more precise management of the orchard.
Cepeda et al. (2021) by assuming that there is a temperature effect
on the growth of Anna cultivar apples, in the Logistics model they
use accumulated degree/days above 7.22 °C in the abscissa, which is
the temperature at which they consider that the metabolic process
in apples is in its lowest point. Del Brio et al. (2023b) incorporate
environmental covariates, in particular thermoaccumulative rates,
in a mixed non-linear (logistical) model to describe the growth of
William’s cultured pear fruit, managing not only to describe their
growth, but also to consider environmental variations over different
seasons.

It is evident that fruit growth is influenced by climatic factors
(temperature, rainfall) and the type of orchard (soil, plant age) and
this is no exception for tangor murcott fruit. However, this does
not prevent a model of average behavior of the tangor murcott fruit
growth pattern from being established to serve as a reference. To do
this, the chosen model was adjusted on all the fruit under study,
resulting in the following expression:

In subsequent work with this model, average growth curves must
be adjusted for different commercial sizes in order to obtain
“growth tables” that allow the expected fruit size to be estimated
in advance at harvest and, consequently, to be able to make
production predictions and size distribution in order to better plan

the commercialization of production. Also, these tables are a useful
tool for improving the cultural practice of manual fruit thinning,
which, despite not being widespread in citrus farming, provides
important benefits since it allows obtaining fruit of larger size,
which even at the expense of a reduction in the general yield of the
crop, it is economically more profitable (Agusti ez al. 2020).

In line with the above Stander & Cronjé (2016) recommend
manual summer thinning for nadorcott mandarin (Citrus reticulata
‘Nadorcott’), which by reducing the number of small fruit
increases the growth rate of the remaining fruit. This results in a
greater number of premium-sized fruit per tree and higher quality,
resulting in an economic return for the producer and an interesting
alternative to the use of chemical thinning agents to manage the
crop load.

Although a cost-benefit analysis of manual fruit thinning in
tangor has not yet been performed, it is a growing practice in the
Corrientes region, Argentina; therefore, having these growth tables
would facilitate the implementation of this cultural work.
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ABSTRACT

Yellow passion fruit crop is affected by multiple phytosanitary problems.
Among the main ones are viruses of the genera Potyvirus (soybean
mosaic virus, SMV), Cucumovirus (cucumber mosaic virus, CMV),
Tymovirus (tymovirus passiflorae, PYMV) and Begomovirus (passionfruit
leaf distortion virus, PLDV). Information about the prevalence and
interaction between these viruses is scarce. The objective of this study was
to verify the prevalence and identify the types of mixed viral infections
of potyvirus, cucumovirus, tymovirus, and begomovirus in passion fruit
crops in Valle del Cauca, Colombia. Passion fruit leaf samples with
symptoms were collected and their nudleic acids were purified. Virus
identification was performed by PCR using universal primers by viral
genus, and specific primers for the SMV, CMV, PFYMV and PLDV
viruses. The incidence of each virus by municipality was analyzed and
the severity of the symptoms was compared with the diagnosis made.
In total, 66 samples were collected in the municipalities of Toro, Dagua,
Roldanillo, Bolivar, La Unién and El Cerrito. It was established that
the most prevalent viruses are PLDV followed by SMV and CMV.
The presence of PYMV was not detected in the samples analyzed. The
presence of double and triple infections among potyvirus, cucumovirus
and begomovirus were identified for the first time, finding greater severity
of symptoms with a greater number of viruses identified per sample. This
research provides key results for the design of control strategies for viral
diseases in passion fruit.

Keywords: Begomovirus; Cucumovirus; Plant viruses; Potyvirus; Virus
identification.
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RESUMEN

El cultivo de maracuyd amarillo es afectado por mudldples problemas
fitosanitarios. Entre los principales, estdn los virus de los géneros
Potyvirus (soybean mosaic virus, SMV), Cucumovirus (cucumber mosaic
virus, CMV), Tymovirus (passion fruit yellow mosaic virus, PFYMV) y
Begomovirus (passionfruit leaf distortion virus, PLDV). Informacién
acerca de la prevalencia e interaccién entre estos virus es escasa. El
objetivo del presente estudio fue verificar la prevalencia e identificar los
tipos de infecciones virales mixtas de potyvirus, cucumovirus, tymovirus
y begomovirus en cultivos de maracuyd en Valle del Cauca, Colombia.
Muestras foliares de maracuyd con sintomas virales fueron recolectadas y
se purificaron sus 4cidos nucleicos. La identificacién de los virus se realizd
por PCR empleando cebadores universales por género viral, y cebadores
especificos para los virus SMV, CMV, PFYMV y PLDV. Se analiz6 la
incidencia de cada virus por municipio y se compard la severidad de los
sintomas con el diagndstico realizado. En total se colectaron 66 muestras en
los municipios de Toro, Dagua, Roldanillo, Bolivar, La Unién y El Cerrito.
Se estableci6 que los virus con mayor prevalencia fueron PLDV, seguido
por SMV y CMV. No se detect§ la presencia de PEYMYV en las muestras
analizadas. Se identifics por primera vez la presencia de infecciones dobles
y triples entre potyvirus, cucumovirus y begomovirus, encontrindose
mayor severidad de sintomas a mayor nimero de virus identificado por
muestra. La presente investigacién provee resultados clave para el disefio de
estrategias de control de enfermedades virales en maracuy4.

Palabras clave: Begomovirus, Cucumovirus, Identificacién de virus; Potyvirus,
Virus vegetales.
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INTRODUCTION

Currently, passion fruit crops in Colombia are established from
coastal areas up to 1500 m a.s.l., with about 10 000 ha and an
approximate production of 165 000 tons per year' (Agronet,
2022). The Meta, Antioquia, Huila and Valle del Cauca
departments concentrate 63% of the cultivated area and the highest
yields (MADR, 2021). Despite this potential, yellow passion fruit
crops are being affected by different insect pests and pathogens
that decrease yields and reduce fruit quality, making the use
agrochemicals necessary (Ocampo et al. 2021).

Pathogens that reduce passion fruit quality and crop yields include
plant-parasitic nematodes, fungi, bacteria, and viruses (Ortiz-Paz ez
al. 20125 Ocampo Pérez et al. 2022). Viruses can reduce the shelf
life of passion fruit and affect plant growth, decreasing production
by more than 80% (Vaca-Vaca er al. 2016; Asande er al. 2023;
Kiptui ez al. 2020; Ramos-Gonzélez ez al. 2020).

Currently, five virus genera have been reported affecting the yellow
passion fruit crop in Colombia: Potyvirus, Cucumovirus, Tymovirus,
Begomovirus and Cilevirus (Benscher et al. 1996; Chavez et al. 1999;
Morales et al. 2001; 2002; Vaca-Vaca et al. 2017; Roy et al. 2023).

Soybean mosaic virus (SMV) belongs to the genus Potyvirus, family
Potyviridae and species Soybean mosaic virus. It has a positive-
sense, single-stranded RNA (+ssRNA) genome of 9,583 nt, a viral
protein genome-linked (VPg) covalently linked to the 5 end and a
poly-A tail at the 3’ end (Zhang ez al. 2009; Jaramillo ez al. 2018).
Several aphid species, including Aphis gossypii and Myzus persicae
were recognized as non-persistent transmitters of this virus, which
also spreads through seeds (Domier et al. 2007; Jossey et al. 2013;
Hajimorad ez al. 2018). In Passiflora, SMV causes chlorosis, leaf
mosaic and epinasty in early stages of infection, followed by leaf
hardening, defoliation and even premature death of infected plants

(Benscher et al. 1996).

Cucumber mosaic virus (CMV) belongs to the genus Cucumovirus,
family Bromoviridae and species Cucumber mosaic virus. It contains
a positive-sense, single-stranded RNA (+ssRNA) genome divided
into three segments (RNAs 1, 2, and 3), and is transmitted by seeds
and by more than 80 species of aphids (Aphis gossypii among the
most effective) in a non-persistent manner (Palukaitis ez a/. 1992;
Chandankar e 2/. 2013; Cardona et al. 2022a). The characteristic
symptoms of this virus consist of a bright yellow mottling on the
leaves, which is more intense on leaves close to the site of infection
(Gioria et al. 2002). Likewise, roughness and chlorosis of leaves and
bleaching of fruits have been associated with the initial infection of
this virus in Passiflora (Lan ez al. 2020).

Passion fruit leaf distortion virus (PLDV) belongs to the genus
Begomovirus, family Geminiviridae and species Passion fruit leaf
distortion virus. It contains a single-stranded circular DNA (ssDNA)
genome consisting of two components: DNA-A of 2,600 nt and
a DNA-B of 2,572 nt (Vaca-Vaca et 4l 2017). It is transmitted
through the biological vector whitefly (Bemisia tabaci complex)

and, in Passiflora, causes symptoms such as yellow mosaic and
deformation of leaves and fruit (Vaca-Vaca et 2l 2016; 2017).

Passion fruit yellow mosaic virus (PFYMV) belongs to the genus
Tymovirus, family Tymoviridae and species Tymovirus passiflorae. 1t
contains a positive-sense, single-stranded RNA (+ssRNA) genome
of 6,088 nt and its natural transmission mechanism has not yet
been identified. However, its experimental infection has been
achieved through mechanical transmission and by the chrysomelid
beetle Diabrotica speciosa, exclusively affecting plants of the genus
Passiflora, causing symptoms such as yellow nets, bright yellow
mosaic and leaf roughness (Crestani ez a/. 1986; Jaramillo et al.

2019).

Plants are commonly affected by several viruses simultaneously, and
understanding the interactions between these causal agents is critical
to comprehending viral pathogenesis, which in turn is essential to
developing efficient management strategies (Syller, 2012). Plant
viruses co-infecting the same host can interact synergistically,
causing more severe symptoms than when a single infection occurs
(Lamichhane & Venturi, 2015), or antagonistically, when a low
virulence virus strain prevents or reduces subsequent infection by
a homologous virus (Syller, 2012; Chédvez-Calvillo ¢z al. 2016). It
has been observed that, in some cases, the outcome depends on the
order in which infection occurs (Chdvez-Calvillo ez 2/ 2016; Riska
& Hisashi, 2020).

A previous report on virus in yellow passion fruit crops in
Colombia revealed the presence of potyvirus in samples from the
central west of the country between the departments of Valle del
Cauca and Risaralda, which was identified as SMV by serological
tests (Benscher ez al. 1996). In other study, Chavez e al. (1999),
using serological tests, identified the presence of potyvirus (SMV
strain) and tymovirus in yellow passion fruit leaf samples collected
in nine departments of Colombia. Subsequently, these viruses were
identified by molecular techniques as SMV and PFYMV (Morales
et al. 2001; 2002). Vaca-Vaca et al. (2016) reported for the first
time the incidence of begomovirus in yellow passion fruit crops
in Valle del Cauca. This begomovirus was characterized at the
molecular level, being different from other begomoviruses reported
worldwide, and was named PLDV because of the symptoms it
causes in passion fruit (Vaca-Vaca et al. 2017). Recently, Roy et
al. (2023) identified SMV in a passion fruit leaf sample from the
department of Meta and detected Passion fruit green spot virus
(PIGSV), a Cilevirus transmitted by mites of the genus Brevipalpus
in a leaf sample from the department of Casanare.

The objective of this paper was to analyze the prevalence and
identify the types of mixed infections among viruses belonging to
the genera Potyvirus, Tymovirus, Cucumovirus and Begomovirus in
the main producing areas of yellow passion fruit in Valle del Cauca.
The results obtained provide an updated perspective on the viral
diversity limiting passion fruit production in Valle del Cauca.
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MATERIALS AND METHODS

Collection of plant material. During 2017, a collection of yellow
passion fruit leaves with viral symptoms was conducted in six
municipalities of Valle del Cauca in Colombia. Among five and
ten plants with viral symptoms were randomly collected in each
crop. The sampling sites were geo-referenced, and the samples
were transported in a styrofoam cooler with cooling gel bags at =
10°C to the Laboratorio de Sanidad y Microbiologfa Agricola de
la Universidad Nacional Sede Palmira for further processing and
molecular analysis. Once in the laboratory, each sample composed
of 3 leaves of normal size (2 10 cm in length) or 4 leaves of smaller
size, was stored at room temperature (25°C) with silica gel, in
plastic bags with hermetic seal, thus achieving dehydration and
stabilization of the RNA for at least 6 months (Munguti ¢z a/. 2016;
Ruiz-Vargas ez al. 2024).

Purification of nucleic acids.

Extraction and Visualization of Genomic DNA. From each sample,
20 to 30 g of dry leaf tissue was taken and macerated with liquid
nitrogen in a mortar until a fine powder was obtained. The powder
obtained was transferred to a 1.5 ml microtube and genomic DNA
extraction was performed using the cetyl trimethyl ammonium
bromide (CTAB) methodology reported by Doyle et al. (1990).
Quantification and verification of the quality of the extracted
DNA was performed by 0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis,
which was run in TAE 1X at 70 volts for 50 minutes. Ethidium
bromide staining (10 ng/pl) was used, and the Thermo Scientific ™
GeneRuler 1IKb DNA Ladder Molecular Weight Marker was used
as a reference standard. Development was performed on BioRad
Gel Doc XR+ imaging system, consisting of a transilluminator and
Quantity One v.4.6.5 software.

RNA Extraction and cDNA Synthesis. Total RNA extraction was
performed from each sample using TRIzol - reagent (InvitrogenTM)

following the protocol established by the manufacturer. The
determination of RNA purity and concentration was performed
on 0.8% agarose gels. From the total RNA extracted from each
sample, complementary DNA (cDNA) was synthesized via
reverse transcription (RT) using the RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific' ™) following the manufacturer
instructions.

Virus diagnosis.

DNA Virus Diagnosis. Begomovirus and PLDV were detected
from the purified total DNA by Polymerase Chain Reaction
(PCR). Universal primers MP16 and MP82 were used, which
amplify a fragment between 400-500 bp of the N-terminal region
of the capsid protein (Cp) (Umaharan ez al. 1998). In the samples
that tested positive, specific detection of PLDV was performed
using the species-specific primers PLDV-F23 and PLDV-R405
that amplify a 450 bp fragment of Cp (Vaca-Vaca ez al. 2020). The

amplified products were visualized on 0.8% agarose gels.

RNA Virus Diagnosis. From the ¢cDNA synthesized from each
sample collected, cucumovirus, CMV, potyvirus, SMV and PFYMV
were detected by PCR using universal primers by viral genus and

specific viruses. To detect viruses of the genus Cucumovirus, the
universal primers CMV-F 5’- and CMV-R 5’ that amplify a 586-bp
fragment of the Cp gene were used (Herrera-Vasquez ez al. 2009).
To detect potyvirus, the universal primers NIb2F and NIb3R that
amplify a 350 bp fragment of the NIb (nuclear inclusion protein b)
gene were used (Zheng ez /. 2010). Cucumovirus-positive samples
were evaluated for CMV with the species-specific primers CMV
cp-F and CMV cp-R that amplify a 229-bp fragment of the Cp
gene, designed by Rivera-Toro ez al. (2020) for the detection of
CMV in chili peppers (Capsicum sp.). Potyvirus-positive samples
were evaluated with SMV species-specific primers designed in this
research work: SMV F269 (5-TGG-GTG-TGG-TTA-TGA-
ATG-G-3") and SMV R562: (5-CTG-TTT-GGT-GTT-GTT-
TTG-GAA-GT-3), which amplify a 313 bp fragment of the Cp
gene. Finally, to detect PFYMYV, the following species-specific
primers were designed and used: PFYMV-R536 (5-AAC-CCA-
AAC-GAG-AGA-GAC-3’) and PFYMV-F294 (5-AAA-CTC-
CCA-TCA-ACA-CCA-A-3’), which amplify a 260 bp fragment of
the Cp gene. The amplified products of each virus were visualized
on 0.8% agarose gels.

Species-specific Primer Design. The nucleotide sequences of SMV
(GenBank KY249373.1) and PFYMV (GenBank AF467107.1)
reported by Jaramillo ¢z a/. (2018) and Morales ¢t al. (2002), were
used to design the species-secific primers for SMV and PFYMV
respectively.  The design was performed with the CLC Main
Workbench 7.9 software. (Qiagen®) and its specificity was validated
using the Primer Blast program (Ye ez a/. 2012).

Incidence Analysis. The incidence percentage (positive samples/
total samples*100) of the different viruses (Agrios, 2005) was
calculated by locality and municipality. The distribution of single,
double and triple infections in the different municipalities was
determined. The correlation between the altitudinal gradient 924 -
1692 m a.s.l., and the presence of viruses was evaluated by Pearson

correlation (cor.test function, Stats R package) (R Core Team,
2013). The correlation between this altitudinal gradient and the
presence of single, double and triple infections was also estimated.

RESULTS AND DISCUSSION

Detection of begomovirus and PLDV in yellow passion
fruit crops. A total of 66 passion fruit leaf samples at different
phenological stages were collected. The discrimination of the
samples by municipality is shown in Table 1. Of the total number of
samples analyzed, 45.5% were positive for begomovirus. In general,
begomoviruses were distributed in five of the six municipalities
evaluated, and in four of them they presented an incidence higher

than 50% (Table 1).
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The localities with the highest incidence of begomovirus belong to
the municipalities of El Cerrito and Bolivar. In contrast, the samples
from the municipality of La Unién were the only ones found to be
free, not only of begomovirus, but also of the other three RNA
viruses evaluated in this research: cucomovirus, potyvirus and

tymovirus (Table 1).

Of the begomovirus-positive samples, 50% were found to
correspond to PLDV, a virus previously detected in yellow passion
fruit crops in the municipalities of Palmira and La Unién, in the
department of Valle del Cauca (Vaca-Vaca e al. 2016; 2017).
Fifteen of the 30 samples in which begomovirus was detected gave
negative results when evaluated by PCR for PLDV. This suggests
that there is another virus or viruses of this genus infecting yellow
passion fruit crops in the department.

Detection of potyvirus, SMV, cucumovirus, CMV and PFYMV

in yellow passion fruit crops.

(a) Potyvirus and SMV. Of 66 samples analyzed, 21.2% were
found to be infected with potyvirus. Table 1 shows the diagnosis
by municipality. Of these samples, 85.7% were identified as SMV
using specific primers. In addition, 2 of the 14 samples in which the
presence of virus of the Potyvirus genus was detected gave negative
results when evaluated by RT-PCR for SMV, which suggests the

presence of another virus of this genus in passion fruit crops in Valle

del Cauca. The highest incidence of potyvirus was observed in yellow
passion fruit crops located in the municipality of Toro, followed by
the municipalities of Dagua and Roldanillo. Finally, samples from
crops located in the municipalities of El Cerrito and La Unién were
free of infestation by pathogens of this viral genus (Table 1).

Table 1. Incidence of viral infections in yellow passion fruit crops in Valle del Cauca, Colombia.

Municipality (;lell::lt::‘ PCR results Begomovirus | PLDV | Potyvirus | SMV | Cucumovirus | CMV PFYMV

Positive 16 1 1 0 0 0
Bolivar 17

Incidence % 94.1 47.1 5.9 5.9 0.0 0.0 0.0

Positive 1 4 3 1 0 0
Dagua 18

Incidence % 5.6 22.2 16.7 5.6 ND 0.0

Positive 2 0 0 1 1 0
El Cerrito 2

Incidence % 100.0 50.0 0.0 0.0 50.0 50.0 0.0

Positive 0 0 0 0 0 0
La Unién 11

Incidence % 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Positive 6 2 2 3 3 0
Roldanillo 10

Incidence % 60.0 30.0 20.0 20.0 30.0 30.0 0.0

Positive 5 7 6 8 7 0
Toro 8

Incidence % 62.5 25.0 87.5 75.0 100.0 87.5 0.0

Positive 30 14 12 13 11 0
Total 66

Incidence % 45.5 22.7 21.2 18.2 19.7 16.7 0.0

Incidences greater than 20% in each municipality are indicated in bold. ND, not determined. PLDV: passionfruit leaf distortion virus, SMV:
soybean mosaic virus, CMV: cucumber mosaic virus, PEYMV: passion fruit yellow mosaic virus.

In general, potyviruses were identified in four of the six
municipalities included in this study, with an incidence higher than
20% in three and an incidence of 87.5% in one. In a study reported
by Benscher e al. (1996) it was indicated that SMV was detected
in three species of the Passifloraceae family in the departments of
Valle del Cauca and Risaralda: passion fruit (2 edulis f. flavicarpa
Degener), granadilla (2 ligularis Juss.) and badea (P quadrangularis
L.). Subsequently, in other reports and in this study, the prevalence
of this pathogen has been recorded in yellow passion fruit crops in
the department of Valle del Cauca for at least 26 years (Benscher
et al 1996; Morales et al. 2001). Likewise, SMV was detected in
passion fruit plants in the department of Meta (Roy ez al. 2023).
The persistence of this virus in yellow passion fruit and other passion
fruit crops in this department and, in general, in the country,
is explained by the ability of this virus to be transmitted to the
following generations by seed (Domier et al. 2007; Cardona et al.
2022a;b) and by the use of seeds of unknown phytosanitary quality

by farmers, due to a shortage of certified nurseries for obtaining
virus-free seeds (Rodriguez ez al. 2016).

(b) Cucumovirus and CMV. PCR analysis detected the presence
of cucomovirus in 19.7% of the total samples analyzed and the
distribution in the different municipalities are shown in Table 1.
Of these samples, 84.6% amplified the CMV capsid protein gene
fragment. Additionally, 2 of the 13 samples in which the presence
of virus of the genus Cucumovirus was detected gave negative
results when evaluated by PCR for CMV. This suggests that there
is another virus or viruses of this genus infecting passion fruit crops

in the department.

The highest incidence of cucumovirus was observed in yellow
passion fruit crops located in the municipalities of Toro and
Roldanillo. In contrast, samples from the localities tested in the
municipalities of Bolivar and La Unién were free of this viral
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pathogen (Table 1). Possibly, the crops sampled in these localities
were initiated with cucumovirus-free plant material, and adequate
management of aphids and the natural vector of this virus was done
(Chandankar ez a/. 2013; Cardona et al. 2022a).

In general, cucumoviruses were identified in four of the six
municipalities included in this study. Three of these had an
incidence higher than 30% and one had an incidence of 100%. In
previous studies, CMV was found in gulupa (2 edulis f. edulis Sims)
crops in Antioquia (Cardona ez al. 2022a;b).

() Tymovirus PFYMV. Of the 66 samples analyzed, none
amplified by PCR the expected 262 bp fragment for the detection
of tymovirus PFYMV (Table 1). Crestani ez al. (1986) reported by
serological assays (ELISA) the presence of a virus of the Tymovirus
genus, PFYMV, which was detected in Brazil affecting yellow
passion fruit crops. In Colombia, Morales ez al. (2001) reported
the detection and partial genome sequence of a virus like the

PFYMYV (pathogenically and antigenically) in yellow passion fruit
crops located in the departments of Antioquia, Caldas, Santander
and Valle del Cauca. Recently, Jaramillo ez 2/ (2019) published
the complete genome of the PFYMV virus affecting passion
fruit in Colombia, warning that the partial sequence of PFYMV
(AF467107.1) reported in the GenBank database by Morales
et al. (2001), showed some errors at the 3" end, specifically in the
OREF coding for the capsid protein. This could explain the negative
results obtained in this study, since the primers designed in this
research work were created on the region having errors, i.e. the
PFYMYV capsid protein gene reported by Morales ez al. (2001).

It is suggested to design new primers on the new sequence reported
by Jaramillo ez al. (2019) or use those already elaborated by these
authors to conduct future PFYMV detection studies in passion
fruit crops. In the department of Antioquia, Cardona ez a/. (2022
a;b) documented the presence of this virus in both symptomatic
and asymptomatic samples of gulupa, with an incidence ranging
from 30 to 90%. This finding was achieved by amplification of the
aforementioned primers Tymo_F_CP and qTymo_R_CP designed
by Jaramillo ez a/. (2019).

Mixed infections of three viral genera in yellow passion fruit
crops.

Plant diseases are commonly the result of interactions between
complexes of microorganisms, and hardly of isolated pathogens
(Lamichhane & Venturi, 2015). In this investigation, null infections
(no infections detected), single (a single virus genus identified),
and mixed infections by two (double infections) and three (triple
infections) virus genera were detected in the same sample.

Table 2 shows the incidence of mixed infections in 66 samples
collected in passion fruit crops, where begomoviruses (PLDV) have
the highest incidence in single infections (28.8%), followed by
cucumoviruses and potyviruses. At the level of double infections,
an incidence of 6.1% can be observed for the combinations
Potyvirus + Cucumovirus and Potyvirus + Begomovirus, while the

combination Cucumovirus + Begomovirus had an incidence of 4.5%.
Finally, at the level of triple infections, the simultaneous presence
of the three viral genera, Potyvirus, Cucumovirus and Begomovirus,
was determined in four of the samples evaluated, confirming the
joint presence of SMV, CMV and PLDV. This highlights the high
variability of interactions that occur naturally in agroecosystems,
useful information for the management of viral diseases in plants
(Syller, 2012).

Multiple infections were observed in five of the six municipalities
evaluated (Table 2). In municipalities such as Bolivar, Dagua, El
Cerrito, and Roldanillo, both single and double infections were
observed. In the municipality of Toro, only double and triple
infections were found, and it was the only municipality where
triple infections were detected (Table 2). Such unpredictable
pathogen-induced biological and epidemiological effects are the
result of constant battles between the genes of the different viruses
and the host plant (Liang ez a/. 2016). Likewise, the municipality
of La Unidn stood out because none of the viral genera included
in this study were detected in the samples from the two localities
of this municipality included in this study (Table 2). Therefore,
it is suggested that the visualized symptoms ranging from leaf
lamina chlorosis, interveinal chlorosis, epinasty, yellow mosaic,
to leaf roughness and deformation, in the crops sampled in these
two localities, may be due to nutritional deficiencies or other stress
factors in the plant (Datnoff ez a/. 2007; Hull, 2009).

The main symptoms observed in passion fruit samples positive
for virus infections were leaf roughness and deformation (LRD),
epinasty (EPI), chlorosis (C) and yellow mosaic (YM) (Figure 1).
The samples in which a greater number of symptoms were observed
corresponded to simple viral infections by begomovirus (Figure 2c).

Additionally, greater symptom severity was observed in samples
in which mixed infections, both double and triple, were detected
(Figure 2), suggesting the existence of synergistic interactions
(Lamichhane & Venturi, 2015). These results are consistent with
the study conducted by Riska & Hisashi (2020) in which mixed
artificial inoculation of East Asian passifora virus and East Asian
passifora distortion virus belonging to the genus Potyvirus was
performed on Passiflora foetida plants, and it was observed that the
severity of symptoms after double inoculation was greater than that
observed after single infection with either of the two potyviruses.
On the other hand, Syller (2012) reported CMV in synergistic co-
infections with a potyvirus, potato virus Y (PVY) and suggested
that the outcome of interactions between potyviruses and other
viruses depends on the co-evolution between these and the host
plant.

On the other hand, no significant correlation (p > 0.05) was
found in this study between the viral infections (genera and
species) detected and the altitudinal range where the infected
samples came from (data not shown). There was also no significant
correlation between the altitudinal range of the samples and the
type of infection detected in the samples: single, double and triple
infections (data not shown).
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Table 2. Types of mixed viral infections identified in yellow passion fruit crops in Valle del Cauca, Colombia.

Type of mixed infection Simple Double Triple Nule
P (SMV)+
.. Collected P P (SMV)+ | C(CMV)+ P (SMV)+ No
Municipality samples PCR results | C (CMV) (SMV) B (PLDV) C(CMV) | B (PLDV) B (PLDV) C (CMV)+ virus
B (PLDV)
Positive 0 0 15 (8) 0 0 1 (1+0) 0 1
Bolivar 17
Incidence % 0 0 88.2 0 0 5.9 0 5.9
Positive 0 2(1) 0 1(1+0) 0 1(1+1) 0 14
Dagua 18
Incidence % 0 11.1 0 5.6 0 5.6 0 0
Positive 0 0 1(1) 0 1 (1+0) 0 0 0
El Cerrito 2
Incidence % 0 0 50 0 50 0 0 0
Positive 0 0 0 0 0 0 0 11
La Unién 11
Incidence % 0 0 0 0 0 0 0 100
Positive 22 0 3(1) 0 1(1+1) 2 (2+1 0 2
Roldanillo 10 @ ( ( )
Incidence % 20 0 30 0 10 20 0 20
Positive 0 0 0 3(2+2) 1 (1+0) 0 4 (4+4+2) 0
Toro 8
Incidence % 0 0 37.5 12.5 0 50 0
Positive 2 2 19 4 3 4 4 28
Total 66
Incidence % 3.3 3.3 28.8 6.1 4.5 6.1 6.1 42.4

Incidence greater than 20% is indicated in bold. Nomenclature for viral genera: Cucumovirus (C), Potyvirus (P) and Begomovirus (B). The
number of samples that tested positive for the specific viruses is indicated in parentheses: C (CMV), P (SMV) y B (PLDV).

Relationship between the observed symptomatology and the
type of virus infection detected in yellow passion fruit crops.
The 93.3% of the samples showed typical symptoms of virus
infection (Figure 1) such as bulging (B), chlorosis (C), interveinal
chlorosis (iC), defoliation (D), deformations (DEF), dwarfing
(Dw), epinasty (EPI), yellow mosaic (YM), leaf roughness and
deformation (LRD), and fruit roughness and deformation (FRD).
A total of 6.7% of the samples showed no symptoms.

In the samples with single Begomovirus infections (Figure 2),
symptoms such as: epinasty, leaf roughness and deformation were
observed in the 19 positive samples, yellow mosaic in 14 samples,
chlorosis in 11 samples, interveinal chlorosis in three samples, and
defoliation in two samples. Of the two samples in which single
Potyvirus infection was detected, epinasty was observed in two,
and chlorosis, yellow mosaic, roughness and fruit deformation
were also observed in one of them. In the two samples with
simple infection by Cucumovirus, yellow mosaic, roughness and
deformation of leaves were observed, and in one of them chlorosis
was also observed. In the four samples with double Potyvirus +
Cucumovirus infection, chlorosis, yellow mosaic, roughness and
leaf deformation were observed, and defoliation was also observed
in one of them. In the three samples in which double Cucumovirus
+ Begomovirus infection was identified, roughness and deformation
of leaves and yellow mosaic were observed, in one there was also
chlorosis and in another there were also epinasty and bulging. Of
the four samples in which double Potyvirus + Begomovirus infection
was detected, one was asymptomatic, three showed epinasty, two
showed chlorosis, two showed leaf roughness and deformation, one
showed interveinal chlorosis, and one showed defoliation. In the
four samples in which triple Potyvirus + Cucumovirus + Begomovirus

infection was detected, roughness and leaf deformation were
observed. Chlorosis was also observed in three of them, dwarfing
was observed in one sample, and yellow mosaic and deformations
were also observed in another. Fruit deformation was observed in
one sample.

Other authors have also associated different symptoms with the viral
infections detected, such as Benscher et 4/ (1996) who observed
yellow mosaic, epinasty and defoliation in passion fruit samples
inoculated with SMV' potyvirus. Likewise, Chavez ez al. (1999),
when inoculating potyvirus and tymovirus in different plants,
observed that: (a) in Passifloras, interveinal chlorosis, yellow mosaic,
chlorosis, deformations, (b) in beans (Phaseolus vulgaris), necrosis of
veins, roughness and deformation of leaves, and yellow mosaic, and
(¢) in Physalis floridiana interveinal chlorosis. Morales ez al. (2001)
reported the identification of Posyvirus SMV causing deformations,
yellow mosaic and ringed spots, and tymovirus PEYMV causing
yellow mosaic with a tendency to form bands on the leaves. Vaca-
Vaca et al. (2017) found yellow mosaic and leaf and fruit roughness
and deformation in samples diagnosed with Begomovirus PLDV.

In conclusion, the prevalence of viruses affecting yellow passion
fruit crops in the main producing municipalities of the department
of Valle del Cauca was determined. The presence of single,
double and triple infections was established among viruses of the
Potyvirus, Cucumovirus and Begomovirus genera, associated with
symptoms such as roughness and deformation of leaves, yellow
mosaic, chlorosis, epinasty, roughness and deformation of fruits. In
symptomatic samples with double and triple infections, a greater
severity of symptoms was apparently observed, suggesting synergistic
interactions between the viruses involved.
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Figure 1. a) Symptoms frequency associated with single, double and triple viral infections b) photography of symptoms: AB (Bulging),
C (Chlorosis), Ic (Interveinal chlorosis), D (Defoliation), DEF (Deformities), Dw (Dwarfism), Epi (Epinasty), Ym (Yellow mosaic),
Lrd (Leaf Roughness and deformation), Frd (Fruit Roughness and deformation).
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Figure 2. Symptomatology observed in yellow passion fruit plants with different viral infections. Simple infections: a)
Cucumovirus (CMV); b) Potyvirus (SMV); ¢) Begomovirus (PLDV). Double infections: d) [Pozyvirus (SMV) + Cucumovirus (CMV)];
e) [Cucumovirus (CMV) + Begomovirus; ) [Potyvirus (SMV) + Begomovirus. Triple infections: g and h) [Potyvirus (SMV) +
Cucumovirus (CMV) + Begomovirus] and i) [Potyvirus (SMV) + Cucumovirus (CMV) + Begomovirus (PLDV].

The results obtained in this study indicate that begomovirus PLDV
prevails over SMV and CMYV as a viral agent that is limiting passion
fruit production in Valle del Cauca. This information is quite useful
for the producer, since it allows him not only to orient his cultural
activities towards the control of these phytopathogens but also to
undertake future breeding programs aimed at obtaining materials
tolerant to viruses that really affect and limit the production of this
Passiflora in Valle del Cauca.
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RESUMO

Eleusine indica é uma planta daninha de dificil controle com
herbicidas pds-emergentes devido ao curto intervalo entre a
emergéncia e o perfilhamento, em que o controle é mais limitado.
Ademais, o surgimento de bidtipos resistentes motiva realizar
trabalhos desta natureza para encontrar mais op¢oes de controle
quimico. O objetivo desta investigagdo foi avaliar a eficiéncia de
herbicidas pds-emergentes no controle do capim-pé-de-galinha
em dois estddios fenoldgicos. O trabalho foi realizado em vasos a
céu aberto num delineamento inteiramente casualizado, com onze
herbicidas aplicados em dois experimentos: um experimento na
espécie com quatro folhas (pré-perfilhamento) e outro na planta
com oito folhas (em perfilhamento). Foram atribuidas notas visuais
de controle aos 7, 14 ¢ 21 dias apds a aplicagio, coletando a parte
aérea da planta na dltima avaliagio para obter a massa seca. Com
esses dados foi realizada a andlise de variincia e a comparacio de
médias com o teste Tukey a um nivel de significincia de 0,05.
Dos herbicidas testados, pyroxsulam, mesotrione y nicossulfuron
controlaram menos do 80 % da populacio com quatro folhas.
No perfilhamento, pyroxsulam, mesotrione, nicossulfuron
y tembotrione mostraram controle menor ou igual a 65 %.
Independentemente do estddio fenolégico, clethodim, haloxifop,
amonio-glufosinato, glyphosate, paraquat, indaziflam e ametrina
foram efetivos, com mais de 88 % de controle da espécie.

Palavras-chave: Controle quimico de plantas daninhas; Eleusine
indica; Estddios fenoldgicos; Resisténcia a herbicidas.

Aceito: 7 de fevereiro de 2024

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado

ABSTRACT

Eleusine indica is difficult to control with post-emergence herbicides
due to the short interval between emergence and tillering, which
control is more limited. Furthermore, the emergence of resistant
biotypes motivates research on this type to find more options for
chemical control. The objective of this work was to evaluate the
efficiency of post-emergence herbicides in the goosegrass control
in two phenological stages. The work was carried out in pots in a
completely randomized design with eleven herbicides applied in
two experiments: one with plants of four leaves (pre-tillering) and
another with plants of eight leaves (in tillering). Visual control notes
were assigned at 7, 14, and 21 days after application, collecting
the aerial part of the plant in the last evaluation to obtain the dry
weight. With these data, variance analysis and means comparison
were performed using Tukey’s test at a significance level of 0,05.
As a principal result, pyroxsulam, mesotrione, and nicosulfuron
controlled less than 80 % of the four-leaf population. At tillering,
pyroxsulam, mesotrione, nicosulfuron, and tembotrione showed
less than or equal to 65 % of control. Regardless of phenological
stage, clethodim, haloxyfop, glufosinate ammonium, glyphosate,
paraquat, indaziflam, and ametrine were effective, with more than
88 % of control of the species.

Keywords: Eleusine indica; Herbicide resistance; Phenological stage;
Weed chemical control.
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INTRODUGAO

A espécie Eleusine indica (L) Gaerth. (capim-pé-de-galinha)
(Poaceae), ¢ uma das plantas daninhas mais nocivas para as
culturas devido a sua elevada prolificidade (pode produzir quase
50 mil sementes por planta) e sua tolerincia a diversas condigoes
ambientais (Kashyap ez al. 2024; Ma et al. 2015). Estd entre as
cinco espécies mais importantes no mundo, afetando em torno a 50
culturas em mais de 60 paises, também pela geragao de resisténcia a
herbicidas, sendo um dos problemas mais importantes em culturas
anuais no Brasil (Heap, 2020; Silva ez al. 2009) como milho, soja
e feijao.

O uso intensivo de glifosato na soja gerou bidtipos resistentes de E.
indica, sendo necessirio o uso de outros herbicidas como a mistura
de clorimuron-etilo + lactofen e aplicacio sequencial de fluazifop-p-
butilo, mostrando controle eficiente da espécie (Correia e al. 2011)
No Brasil existem biétipos de E. indica com resisténcia a herbicidas
que inibem a ACCasa (Vidal ez /. 2006), EPSPS (Takano ez al.
2018) e bidtipos que apresentam resisténcia multipla a esses dois
mecanismos de agao (Heap, 2020).

O controle quimico das plantas daninhas necessita de conhecimentos
relacionados 2 tecnologia de aplicagio, bem como a comunidade
infestante, a fisiologia da cultura, as caracteristicas fisico-quimicas
dos herbicidas e as condicées edafoclimdticas locais (Barroso et
al. 2022). Destas consideragoes, o estddio fenoldgico das plantas
daninhas constitui a base da eficdcia do controle quimico (Jerdnimo
et al. 2021).

Normalmente o controle de E. indica com herbicidas pés-
emergentes ¢ mais eficiente na presenca de até um perfilho (Takano
et al. 2018), por causa da menor espessura da cuticula das folhas e
a maior quantidade de tecidos meristemdticos em plantas jovens
(Oliveira & Inoue, 2011). Contudo, na prética as vezes E. indica
nio ¢é controlada naquele estddio suscetivel, sendo, portanto,
relevante estudar o efeito de herbicidas pds-emergentes nessa
espécie em perfilhamento.

Considerando a dificuldade no manejo por causa da resisténcia a
herbicidas e pelo dificil controle com herbicidas pds-emergentes
em estddios avancados de desenvolvimento (Takano ez 2. 2016), se
reduziram as opgoes de manejo de E. indica. Portanto é necessdrio
estudar a eficiéncia de herbicidas pés-emergentes com diferentes
mecanismos de acao em distintos estddios de desenvolvimento da
espécie. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar herbicidas
p6s-emergentes para o controle do capim pé-de-galinha em dois
estddios de desenvolvimento, pré-perfilhamento e em perfilhamento
da planta.

MATERIAIS E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos a céu aberto em drea anexa ao
Laboratério de Plantas Daninhas da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), situado no municipio de Jaboticabal/SP (S 21°14’39,2”
W 48°17°55,37).

O solo utilizado para preencher os vasos era do tipo Latossolo
Vermelho Escuro com textura argilosa, pH(CaClz )=5.4, matéria
orgAnica=18 g/de, P(resina)=65 mg/dms, K=2.8 mmol/dm’,
Ca=33 mmol/dm’, Mg=9 mmol./ dm’ e H+Al=18 mmol/dm’.

Sementes foram coletadas em plantas maduras de E. indica no local
da condugio do experimento, o foram semeadas 20 sementes do
capim-pé-de-galinha em vasos de 0,5 litros. Duas semanas apds a
semeadura, foi realizado o desbaste a fim de deixar quatro plantas
por vaso. As plantas foram mantidas com irrigacio sempre que
visualmente necessdrio durante todo o experimento.

Em um primeiro experimento, a aplicagio dos herbicidas foi
realizada quando as plantas possuiam quatro folhas, sem perfilhos
(pré-perfilhamento), e em um segundo experimento, quando as
plantas apresentavam em média oito folhas e a presenga de cinco
perfilhos (em perfilhamento). As aplicagoes foram realizadas com
pulverizador costal, mantido a pressio constante de CO:z, com
barras de 1,5 m e quatro pontas do tipo XR11002, sendo regulado
para distribuir 200 L/ha'. A dosagem dos herbicidas (L de produto
comercial por hectare) foi extrapolada para a 4rea total dos vasos
por cada tratamento.

O delineamento experimental utilizado em cada experimento foi
o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢coes. A unidade
experimental estava formada por quatro vasos de 0,5 L com quatro
plantas de capim-pé-de-galinha em cada vaso, fazendo em total 176
vasos por experimento, onde foram aplicados em pés-emergéncia
os herbicidas ametrina, amoénio-glufosinato, clethodim, glyphosate,
paraquat,
pyroxsulam e tembotrione, nas doses mostradas na tabela 1.

indaziflam, mesotrione, nicosulfuron,

haloxyfop,

O controle da planta daninha foi avaliado aos 7, 14 ¢ 21 dias
ap6s a aplicagio (DAA) através da escala percentual de notas,
variando de 0 a 100 % de controle (Gazziero, 1995), sendo 0 %
a auséncia de sintomas e 100 % a morte da planta. Aos 21 dias
ap6s aplicacio, coletou-se a parte aérea restante em cada unidade
experimental foram colocadas em sacos de papel e secas em estufa
com circula¢io forcada de ar & temperatura de 60 °C por 48 horas.
Ap6s esse periodo, as amostras foram pesadas em balanca analitica
para obtengio da massa seca.

Os dados de controle (porcentagem) foram transformados
utilizando fung¢io arcoseno. Todos os dados foram submetidos a
andlise de variincia a uma probabilidade de erro de 5 %; quando
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05) utilizando-se o software AgroEstat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro estddio, aos 7 DAA, nota-se que ametrina, amdnio-
glufosinato e paraquat foram eficazes no controle do capim pé-
de-galinha, com valores de controle de 81,25, 77,50 ¢ 100 %,
respectivamente. Aos 14 DAA, haloxyfop, aménio-glufosinato,
glyphosate, paraquat,
promoveram controle da populacio com médias superiores a 80

indaziflam, tembotrione e ametrina
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%. Aos 21 DAA, clethodim, haloxyfop, amoénio-glufosinato,
glyphosate, paraquat, indaziflam, tembotrione e ametrina
proporcionaram controle igual ou maior que 95 % (Tabela 2).
Lorenzi (2014) considerou plantas de E. indica em estddio inicial
(até o perfilhamento) altamente suscetiveis a clethodim, amoénio-
glufosinato, glyphosate, paraquat e tembotrione por apresentarem
controle maior que 95 %, resultados coincidentes com o nosso
estudo.

Os dados de massa seca da parte aérea acompanharam os resultados
observados de controle da populagio, com médias menores que
0,07 g/planta para os herbicidas mais eficazes (Tabela 2): haloxyfop,
clethodim, aménio-glufosinato, glyphosate, paraquat, tembotrione
e ametrina. Pereira ez al. (2020) também registraram menores
valores de massa seca (menos de 12 g m?) de E. indica mais outras

gramineas, apds aplicacido complementar de clethodim (108 g i.a.
ha™) e haloxyfop (62,35 g i.a. ha') no feijio caupi.

A aplicagdo de pyroxsulam e mesotrione resultou em controle pobre
(55-69,9 %) e nicossulfuron em controle regular ou justo (70-81,9
%) de E. indica na Gltima avaliagio, segundo a escala da WSSA
(2002). Estes herbicidas também propiciaram os maiores valores de
massa seca acumulada (0,28, 0,27 ¢ 0,09 g/planta para pyroxsulam,
mesotrione e nicossulfuron, respectivamente) em relagio aos demais
tratamentos (Tabela 2). Devido ao escasso controle, as plantas nao
interromperam completamente seu crescimento e desenvolvimento,
acumulando assim maior massa seca em comparagio as plantas
mais afetadas pelos herbicidas.

Tabela 1. Descri¢do dos herbicidas aplicados, seus mecanismos de agao e doses em litros do produto comercial (PC) e gramas do ingrediente

ativo por hectare.

Doses Doses

Herbicida Mecanismo de A¢ao* (PCL ha') gia ha')
Ametrina Inibidor do FSII 5,00 2.5
Aménio-glufosinato Inibidor da GS 2,00 400
Clethodim Inibidor da ACCase 0,45 108
Glyphosate Inibidor da EPSPS 2,00 890
Haloxyfop Inibidor da ACCase 0,50 62

Indaziflam Inibidor da sintese de celulose 0,15 6

Mesotrione Inibidor da HPPD 0,30 144
Nicossulfuron Inibidor da ALS 1,50 60
Paraquat Atuante no FSI 2,00 400
Pyroxsulam Inibidor da ALS 0,40 18
Tembotrione Inibidor da HPPD 0,18 76

*HRAC Global (2024).

Tabela 2. Médias de controle visual (%) e massa seca da parte aérea (MSPA) de uma populagio de capim pé-de-galinha tratada com
herbicidas pés-emergentes quando com quatro folhas totalmente expandidas (pré-perfilhamento).

Médias de controle visual (%)
Tratamentos MSPA
7 DAA 14 DAA 21 DAA

Ametrina 81,25b 100,00a 100,00a 0,01b
Amoénio-glufosinato 77,50b 95,75ab 98,75a 0,03b
Clethodim 31,25cd 60,00cd 100,00a 0,06b
Glyphosate 51,25¢ 90,00ab 96,25a 0,04b
Haloxyfop 31,25cd 99,50a 100,00a 0,03b
Indaziflam 16,25de 82,50bc 100,00a 0,10b
Mesotrione 2,50f 36,20de 56,25bc 0,27a
Nicossulfuron 6,25ef 20,00e 77,50b 0,09b
Paraquat 100,00a 100,00a 100,00a 0,02b
Pyroxsulam 11,25¢ 15,00e 53,70c 0,28a
Tembotrione 42,50c 82,50bc 96,25a 0,04b
DMS 18,55 16,94 13,70 0,14

CV 13,67 11,01 7,18 42,44
F 86,79 55,37 36,76 10,89

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de
Tukey, com nivel de significincia de 5 %. DAA: dias apds a aplicagio.
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Nota-se que o glyphosate e os inibidores da ACCase (clethodim e
haloxyfop) foram eficazes (mais de 95 % de controle) no controle
da espécie, confirmando a auséncia de resisténcia de E. indica para
esses herbicidas. Apesar de as condigoes do experimento de Takano
et al. (2018) foram diferentes ao nosso estudo (casa de vegetacio e
biétipos de E. indica resistentes ao glyphosate), eles encontraram
resultados semelhantes com nosso trabalho, jd que obtiveram 100
% de controle de E. indica com um perfilho apéds aplicagio de
haloxyfop (60 gi.a. por hectare) e clethodim (108 g i.a. por hectare).
Aplicagdes de haloxyfop, clethodim e fluazifop em populagoes de
capim pé-de-galinha de até dois perfilhos demonstraram até 90 %
de controle (Molin ez al. 2013; Ulguim et al. 2013).

Por outro lado, o escasso controle de E. indica pelos herbicidas
inibidores da ALS (pyroxsulam e nicossulfuron) e inibidores da
HPPD (mesotrione) se deve ao fato desses herbicidas controlarem
predominantemente plantas daninhas eudicotiled6neas e algumas
monocotiledéneas (Carvalho, 2013). O desempenho de clethodim
e amonio-glufosinato também j4 foi relatado na literatura como
eficaz no controle de capim pé-de-galinha (Burke ez 4/ 2005;
Ulguim ez al. 2013). Segundo Burke ¢z al. (2005), a aplicagao
de clethodim em plantas de capim pé-de-galinha que apresentam
até seis perfilhos, promove 83 % de controle aplicando alta dose
(140 g i.a. por hectare). Isso significa que plantas de E. indica
mais desenvolvidas com perfilhos poderiam ser controladas com
clethodim, porém incrementando a dose de 108 a 140 g i.a. ha’,
o que pode ser prejudicial desde o ponto de vista econdmico e
ambiental.

Entretanto, mesmo o controle de E. indica com herbicidas
inibidores da ACCase seja eficiente, seu uso deve ser cuidadoso
pela pressio de selecio que podem submeter as populagoes,
selecionando bidtipos com resisténcia multipla ao local de acio
(Takano ez al. 2018). Segundo nossos resultados, outros herbicidas
eficientes no controle de E. indicam foram os inibidores da sintese
de parede celular (indaziflam), inibidores do FSII (ametrina) e
inibidores da GS (amoénio-glufosinato), podendo-se constituir em
alternativas para a rotagio de mecanismos de agio no manejo da
planta daninha. No entanto, além do uso de herbicidas, pode se
incluir no manejo integrado o uso de plantas de cobertura como o
milho e crotaldria, as quais podem até suprimir E. indica (D’amico-
Damiio ez al. 2020).

No estddio de perfilhamento aos 7 DAA, os herbicidas aménio-
glufosinato, glyphosate, paraquat e ametrina proporcionaram
controle da populagio superior a 80 %. Aos 14 DAA, o controle
de capim pé-de-galinha foi superior a 90 % em tratamentos com
haloxyfop, amdnio-glufosinato, glyphosate, paraquat e ametrina.
Os herbicidas pyroxsulam, mesotrione e nicossulfuron se mostraram
ineficientes no controle de capim pé-de-galinha, além do herbicida
tembotrione, que ndo apresentou controle da populagio maior
que 43,75 % na avaliacio realizada aos 21 DAA (Tabela 3). Neste
caso, em plantas de E. indica na presenca de perfilhos, perde-se a
possibilidade do uso dos herbicidas inibidores da HPPD (mesotrione
e tembotrione) pelo pobre controle mostrado (menor que 66 %)
Lorenzi (2014) coincide parcialmente com esses resultados ao

mostrar que E. indica no estddio de quatro perfilhos ¢é tolerante (0
% de controle) ao mesotrione e pouco suscetivel (menos de 50 %
de controle) ao tembotrione.

Considerando os herbicidas inibidores da ACCase, o haloxyfop
teve agio mais rdpida no controle da espécie em perfilhamento
do que o clethodim, propiciando o haloxyfop 56,25 % e 11,25
% mais de controle quando comparado ao clethodim aos 14 DAA
e 21 DAA, respectivamente. Os herbicidas am6nio-glufosinato,
glyphosate, paraquat e ametrina demonstraram controle eficiente
da populagio j4 aos 7 DAA, com médias de controle superiores
a 80 % (Tabela 3). Hooda & Chauhan (2023) apontaram que,
de 12 herbicidas pés-emergentes, o aménio-glufosinato (750 g i.a.
por hectare) ocasionou um dos menores valores de sobrevivéncia
(8,35 % na média de dois locais) e massa seca (0,04 g por vaso na
média de dois locais) de E. indica, demonstrando assim a eficicia
do herbicida na espécie.

Por causa do rdpido crescimento de E. indica e a escassez de
herbicidas pds-emergentes seletivos para culturas convencionais, hd
limitagoes para o controle dessa espécie em estddios avangados de
desenvolvimento (Takano ez a/. 2016, 2018). Alem disso, as plantas
se tornam menos suscetiveis aos herbicidas conforme avanca
seu estddio fenoldgico em decorréncia da menor quantidade de
tecidos novos (Marques et a/. 2011), os quais absorbem melhor os

herbicidas.

Outra limitagao é a disponibilidade de herbicidas seletivos para
as culturas e eficazes no controle de gramineas, como no caso
do milho, onde oito mecanismos de acio estao registrados para
controle de capim pé-de-galinha (MAPA, 2021). Se a populagio de
E. indica encontrada na 4rea de cultivo for resistente a glyphosate
ou & ACCase, ou a ambos, as opgoes para controle da espécie
caem para seis mecanismos de acdo. Dos herbicidas estudados
neste trabalho, o amoénio-glufosinato, glyphosate, mesotrione,
nicosulfuron e tembotrione sio seletivos para o milho, dos quais
mesotrione e nicossulfuron nio controlaram a espécie nos estddios
iniciais e nem tembotrione controlou a E. indica em perfilhamento.

Para a soja, dos herbicidas estudados, cinco sio seletivos para a
cultura, dos quais clethodim, haloxyfop, amoénio-glufosinato e
glyphosate apresentaram controle eficaz de capim pé-de-galinha.
Em casos de biétipos com resisténcia 3 herbicidas inibidores da
ACCase ou ao glyphosate, o controle da espécie seria possivel
com o amoénio-glufosinato em dessecagio pré-plantio ou pds-
emergéncia em culturas tolerantes a esse herbicida. O que ressalta
a necessidade de se buscarem alternativas de controle da espécie
na pré-emergéncia pelo uso de herbicidas residuais, aplicagoes
sequenciais na dessecacio pré-plantio e/ou pelo uso de outros
métodos de controle, como a cobertura do solo com palhada (Silva
et al. 2009; Lima et al. 2014).

Em conclusio, é indicado que os herbicidas clethodim, haloxyfop,
amonio-glufosinato, glyphosate, paraquat, indaziflam, tembotrione
e ametrina foram eficazes no controle de capim pé-de-galinha
em estddio pré-perfilhamento. Plantas em perfilhamento foram
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eficazmente controladas pelos herbicidas clethodim, haloxyfop,
amoénio-glufosinato, glyphosate, paraquat, indaziflam e ametrina.
Estddios mais avangados de desenvolvimento do capim-pé-

de-galinha reduzem a eficicia de controle denicossulfuron e
tembotrione.

Tabela 3. Médias de controle (%) e massa seca da parte aérea (MSPA) de uma populagio de capim pé-de-galinha tratada com herbicidas
p6s-emergentes quando com oito folhas totalmente expandidas (em perfilhamento).

Médias de controle visual (%) MSPA

Tratamentos
7 DAA 14 DAA 21 DAA (g/planta)

Ametrina 100,00a 100,00a 100,00a 0,17¢
Amonio-glufosinato 88,75ab 95,00a 99,50a 0,32bc
Clethodim 21,25¢d 37,50c 88,75 1,15a
Glyphosate 80,75b 92,50a 98,75a 0,26¢
Haloxyfop 42,50c 93,75a 100,00a 0,41bc
Indaziflam 15,00cd 65,00b 93,75a 0,78abc
Mesotrione 8,75d 38,75bc 65,75bc 0,29bc
Nicossulfuron 8,75d 65,00b 65,00bc 0,43bc
Paraquat 83,75b 92,50a 97,00a 0,24c
Pyroxsulam 5,00d 17,50d 32,50c 0,91ab
Tembotrione 46,25¢ 46,25bc 43.75¢ 0,72abc
DMS 21,47 15,73 20,50 0,62
CvV 20,70 10,87 11,98 49,31
F 38,86 50,05 24,7 6,34

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente pelo teste de Tukey, com nivel

de significAncia de 5 %. DAA: dias apés a aplicacio.
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RESUMEN

El uso de los coeficientes de cultivo (Kc) en el cultivo de tomate es
determinante en la procuccién del cultivo permitiendo hacer uso
eficiente del recurso hidrico. Esta investigacién evalud el efecto de
diferentes Kc en fase de establecimiento (0,1; 0,2 y 0,3) y floracién-
llenado (0,6; 0,8 y 1.1) sobre dos hibridos, Pietro F1 y Mateus
7370 en invernadero. El disefio experimental desarrollado fue
BCA con arreglo en franjas divididas, donde los factores fueron
los coeficientes Kc y los hibridos. La evaluacién de las variables se
realiz6 en etapa vegetativa y productiva. Los resultados mostraron
un comportamiento similar entre los hibridos en la época de
establecimiento, caso contrario a la fase de produccién ,donde
existieron diferencias estadisticas, para las variables nimero de
frutos, peso de fruto y rendimiento, donde el hibrido Pietro, bajo el
coeficiente Kc: 1,1 presentd mejores rendimientos y Mateus mejord
su produccion, bajo el coeficiente Kc: 0,6.

Palabras clave: Evapotranspiracién; Fenologia; Produccién; Riego
agricola; Solanum lycopersicum L.

Aceptado: junio 7 de 2024

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado

ABSTRACT

The use of crop coefficients (Kc) in tomato crops is decisive in the
production, improving the efficient use of water resources. This
research evaluated the effect of different Kc in the establishment
phase (0.1, 0.2 and 0.3) and flowering-filling (0.6, 0.8 and 1.1)
on two hybrids Pietro F1 and Mateus 7370 in greenhouse. The
experimental design developed was BCA with a divided strip
arrangement where the factors were the Kc coefficients and the
hybrids. The evaluation of the variables was carried out in the
vegetative and productive stages. The results showed a similar
behavior between the hybrids at the establishment time, contrary to
the production phase where there were statistical differences for the
variables number of fruits, fruit weight and yield, where the Pietro
hybrid under Kc coefficient: 1.1 presented better yields and Mateus
improved its production under the Kc coefficient: 0.6.

Keywords: Agricultural irrigation; evapotranspiration; Phenology;
Solanum lycopersicum L.; Yield.
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INTRODUCCION

El tomate de mesa (Solanum lycopersicum) es la fruta fresca y
procesada mds importante en el mundo y es, después de la papa,
el vegetal que mds se consume (Nangare ez al. 2016; Heuvelink,
2018), asi como es una fuente importante de antioxidantes, como
licopeno, fenélico y vitamina C, en la dieta humana (Toor ez al.
2006). La produccién de tomate, a nivel mundial, para el 2022, fue
de aproximadamente 255 millones de toneladas, en alrededor de
6 millones de hectdreas (FAOSTAT, 2024). En Colombia, el 4rea
sembrada para el 2021 fue de 10 mil hectdreas, con una produccién
anual de 272 mil toneladas y un rendimiento promedio de 26,98

t ha' (AGRONET, 2024).

Sibien el tomate es un producto que ayuda a garantizar la seguridad
alimentaria, este cultivo se caracteriza por sus altos requerimientos
hidricos. Debido a la creciente amenaza de escasez de agua que
afecta al mucho en la actualidad (Mekonnen & Hoekstra, 2016)
es importante desarrollar metodologfas que permitan optimizar el
uso del agua, manteniendo los rendimientos y la calidad de la fruta.
El agua es el factor mas importante para maximizar la produccién
y mejorar la calidad frutos en este cultivo; su eficiencia consiste en
ofrecer la cantidad adecuada en el momento adecuado requerido
por la planta.

As, los principales factores a controlar en la produccién de cultivos
son: el aporte hidrico eficiente, el aporte nutricional y la evaluacién
de variedades mejoradas. En este sentido, la estimacién y el ajuste
de los coeficientes de cultivo (Kc) eficiente con base al genotipo
y al ambiente, permite optimizar la programacién de riego y la
eficiencia del uso de agua, lo que permite a los cultivos expresar
todo su potencial genético de produccién (Allen ez al. 2006;
Jaramillo et al. 2007; Mekonnen & Hoekstra, 2016), evitando la
sobreexplotacion del recurso hidrico.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacién fue evaluar
diferentes coeficientes de cultivo (Kc) en dos fases de cultivo:
establecimiento y floracién — llenado, en dos hibridos de tomate
Pietro F1 y Mateus (7370).

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevé a cabo en el Centro Internacional de
Produccién Limpia Lope, perteneciente al Servicio Nacional de
Aprendizaje — SENA, del municipio de Pasto, departamento de
Narino, Colombia, situado a N 1°12’13” y O 77°15°23”, con
temperatura promedio de 12 °C y evapotranspiracion promedio de
2,5 mmdia’.

El disefio experimental empleado fue bloques completos al azar,
con arreglo en franjas divididas, donde el primer factor estd
conformado por tres niveles de ldminas de agua, calculados a partir
de los coeficientes, donde Kc1<Kc2<Kc3 y el segundo factor estuvo
constituido por dos niveles, siendo estos los hibridos de tomate
Pietro F1 y Mateus (7370) y tres repeticiones, para un total de 18
unidades experimentales (Lagos & Criollo, 2019).

La medicién de variables se realizé durante la fase de establecimiento
y de produccién; de este modo, las variables de altura de planta y
didmetro de tallo de la planta se midieron entre los 0 a 70 despues
del transplante DDT y 71 a 149 DDT; por otra parte, el niimero de
flores, frutos y racimos se evaluaron entre los dias 71 a 149 DDT.
Finalmente, las variables peso unidad y didmetro de fruto, peso de
frutos por planta y rendimiento se evaluaron durante los dias 104 a

153 DDT (Tabla 1).

Los métodos de toma de registros se hicieron con base a las
metodologias expuestas por Ramirez-Vargas & Nienhuis (2012),
para desarrollo fenolégico del tomate.

Con los datos obtenidos, se realizé un andlisis de varianza, para
determinar diferencias estadisticas con un grado de confiabilidad
del 95 %, con la prueba de comparacién de medias LSD Fisher
(p<0,05). Los anilisis se realizaron en el software Infostat v.2019
y las graficas de interaccién de factores, cuando hubo presencia de
esta, se realizaron en R v. 2021.09.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la fase de establecimiento de 0 a 70 DDT, las variables de altura
de planta y didmetro de tallo no presentaron diferencias estadisticas,
indicando que durante esta fase no hay una respuesta diferencial
de los hibridos a los Kc evaluados (0,1; 0,2 y 0,3), resultando ser
iguales estadisticamente; asimismo, los resultados indican que
durante esta fase, la eficiencia hidrica de los dos hibridos es igual.
Resultados similares encontraron Barraza et al. (2004), quienes al
evaluar altura de planta entre los 15 y 60 DDT, no encontraron
diferencias estadisticas y atribuyen este hecho a que en esta fase atin
no existe competencias entre plantas, afirmando que los genotipos
vegetales responden morfoldgica y fisiolégicamente frente a la

densidad de poblacién.

Para la fase de produccién evaluada entre los 71 a 153 DDT, la
Unica variable que presenté diferencias estadisticas para los hibridos
fue el nimero de flores, siendo el hibrido Pietro superior, con una
media de 8,72 flores planta', a diferencia de Mateus, que presenté
una media de 8,16 flores planta’. Esto se debe, posiblemente, a
una respuesta diferencial de los hibridos a la fertilizacién, como lo
expresa Cadahia (2005), quien afirma que la fertirrigacién influye
drdsticamente sobre la produccién si se tiene en cuenta que algunos
hibridos son nutricionalmente més eficientes que otros. Por otra
parte, el hecho de encontrar estas diferencias estadisticas se deba,
posiblemente, a una mejor adaptacién del hibrido Pietro a las
condiciones edafoclimaticas del invernadero donde se realizé el
estudio, ya que, como lo afirman Higashide & Heuvelink (2009),
condiciones especificas, como altas temperaturas, humedad y
radiacién solar son determinantes para que los diferentes materiales
expresen sus capacidades; asimismo, estas condiciones especificas
podrian estar relacionadas con la reduccién de abortos florales, ya
que, como lo afirma Guzmdn (1991), este fenémeno se causa por
un mejor acondicionamiento de las plantas a unas determinadas
condiciones ambientales, entonces, se podria inferir que el hibrido
Pietro, se adapta mejor a condiciones de estrés por sequia, teniendo
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en cuenta que esta es una de las causas para producir aborto floral

(Zegbe et al. 2006).

En la fase de produccién evaluada entre los 71 a 153 DDT, el
andlisis de varianza mostré diferencias estadisticas para el efecto
causado por las [dminas de riego, para la variable peso por unidad
de fruto e, igualmente, se encontrd el efecto de la interaccién de
los factores ldminas por hibridos en las variables niimero de frutos,
peso de frutos por planta y rendimiento.

La prueba de comparacién de medias LSD Fisher mostré que la
ldmina con una media mds alta para la variable de peso de fruto
fue la correspondiente al Kc de 1,1, con una media de 125,03g (Tabla 1);
esto se debe, a que un riego deficitario reduce el tamafio de la fruta,
el rendimiento comercial durante la floracién y el desarrollo de
la fruta y las etapas de maduracién de esta (Pulupol et al. 1996).
Resultados similares encontraron Cui ez al. (2020), quienes reportan
una disminucién en el peso y el volumen de los frutos, cuando
el suministro hidrico del cultivo fue limitado encontrando pesos
de 108,17 g, cuando el suministro de agua fue de 394 mm y una
media en peso superior de fruto de 120,03 g, cuando el suministro
de agua fue de 490 mm.

Por otra parte, la grifica de interaccién mostré para la variable
nimero de frutos por planta que el hibrido Pietro, con una ldmina
Kc de 1,1, presenté una media superior, con 9,1 frutos planta”,
seguida por el hibrido Mateus con la ldmina Kc de 0,6, con una
media de 8,1 frutos planta{1 (Figura 1a), indicando que los hibridos
presentan un comportamiento diferencial a las ldminas de riego
evaluadas. Las diferencias en el nimero de frutos causadas por los
efectos de la interaccién ldmina e hibrido encontradas, se debe,
posiblemente, a que las capacidades productivas de los hibridos
pueden aumentar o disminuir, dependiendo del genotipo (Florido
& Bao, 2014; Shao et al. 2015).

En cuanto al rendimiento, la gréfica de interaccidn para la variable
rendimiento (Figura 1b) muestra que la interaccién con un
rendimiento mds alto corresponde al hibrido Pietro con una ldmina

Kc de 1.1, presentando una media de 101 t ha”, seguida del hibrido
Mateus con una ldmina Kc de 0.6, con un rendimiento promedio
de 79,5 t ha', mostrando una relacién directa e inversamente
proporcional entre el rendimiento y la cantidad de agua
suministrada para los hibridos Pietro y Mateus, respectivamente.
El hecho de encontrar estos resultados con el hibrido Mateus, se
debe, posiblemente, a que son cualidades propias del hibrido que
se expresaron genotipicamente, al estar en condiciones especificas
(Florido y Bao, 2014), en este caso, la ldmina de riego. Lo anterior
indica que, posiblemente, el hibrido Mateus, tenga un potencial
para soportar condiciones de estrés hidrico o riego deficitario,
resultando ser mds eficiente al momento de utilizar el recurso
hidrico, sin perder su potencial productivo.

Por otra parte, el comportamiento mostrado por el hibrido Pietro
resultan ser mds comunes, teniendo en cuenta que un aporte
hidrico eficiente se ve reflejado en mejores rendimientos, como en
el estudio realizado por Biswas ez al. (2015), donde se reporta que
los mejores rendimientos se obtienen con una ldmina basada 100 %
en el requerimiento hidrico del cultivo con 63,84 t ha y disminuye
cuando aplica el 75 y 50 % del requerimiento, presentando medias
de produccién de 54,38 y 50,60 t ha', respectivamente. Asi, estos
estudios permiten soportar los datos obtenidos en esta investigacion,
respecto al hibrido Pietro.

Finalmente, se concluye que los hibridos evaluados, Pietro y
Mateus, presentan un comportamiento diferencial a las distintas
ldminas de riego evaluadas, siendo el hibrido Pietro un material mds
exigente en del recurso hidrico, para alcanzar su potencial genético
de produccién; por el contrario, el hibrido Mateus, se presenta
como un material mds eficiente para el uso de este recurso, lo que
hace que pueda ser catalogado como un material ideal para zonas
donde las condiciones ambientales sean adversas y la disponibilidad
del recurso sea limitada.

Tabla 1. Comparacién de medias de las variables niimero de frutos por planta, peso de fruto, produccién por planta, didmetro

ecuatorial del fruto y rendimiento.

Lé(l;l(i:)las Numero de frutos planta Peso fruto (g) Didmetro fruto (cm) Rerzzlizi;nto
0,6 7,36 a 110,58 ab 5,30 a 69,5 a
0,8 6,1b 93,53 b 5,60 a 65,8 a
1,1 6,8 ab 125,03 a 4,80 a 74,3 a

Medias seguidas de letras diferentes en la columna, presentan diferencias estadisticas entre si, segtin la prueba de LSD Fisher
(P<0,05). Medias con igual indice en las letras son semejantes estadisticamente, segtin la prueba de LSD Fisher (P<0,05).
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Figura 1. Gréfica de interaccion para las variables. a) nimero de frutos por planta y b) rendimiento.
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RESUMEN

La diarrea viral bovina (DVB) es una enfermedad endémica
de distribucién mundial, responsable de ocasionar trastornos
reproductivos con gran impacto econémico y sanitario. Las pruebas
seroldgicas permiten estimar la difusién del virus en una poblacién
no vacunada. Con el objeto de determinar la prevalencia de DVB
en la zona lechera de alta montafa de la provincia de Pamplona,
se desarrollé un estudio seroepidemioldgico transversal, utilizando
la técnica de ELISA. Adicionalmente, aplicando un cuestionario,
se identificaron factores de riesgo relacionados. Siguiendo los
requerimientos de la ley 1774, como se expuso ante el comité de
ética de la Universidad de Pamplona, se recolectaron un total de 324
muestras de sangre, a partir de bovinos no vacunados, procedentes
de 82 predios. 49 muestras de 18 predios fueron positivas,
indicando una prevalencia individual de 15,12 % y para predios
del 21,95 %. Con el cuestionario se determind que, en general, los
predios tenfan menos de 20 animales, no se llevan registros y se usa
la monta natural, como principal sistema reproductivo. El contacto
de hembras con toros de otras explotaciones constituyé un factor de
riesgo. La prevalencia encontrada para la provincia estd por debajo
del promedio nacional. Se deben mejorar algunas condiciones de
manejo que eviten factores de riesgo, para prevenir la diseminacién
de la enfermedad. Se recomienda determinar la presencia de
animales persistentemente infectados, para su posterior remplazo,
asi como implementar registros sistemdticos en los predios y hacer
pruebas en animales de nueva adquisicién.

Palabras clave: Enfermedades reproductivas bovinas; Epidemiologia
veterinaria; Flaviviridae; Pestivirus; Salud animal.

Aceptado: junio 17 de 2024

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado
ABSTRACT

Bovine viral diarrhea (BVD) is an endemic disease distributed
worldwide distribution, it is responsible for reproductive disorders
with high economic and sanitary impact. Serological diagnostics
allow for estimating the spread of the virus in an unvaccinated
population. A cross-sectional study was developed to determine
the prevalence of BVD in the dairy area of the high mountains
of Pamplona, which included identifying related risk factors.
Three hundred twenty-four blood samples were collected from
non-vaccinated cattle from 82 farms, according to Law 1774 and
the ethics committee of the University of Pamplona. Forty-nine
samples from 18 farms were positive with an individual prevalence
of 15.12% and for farms of 21.95%. The questionnaire indicated
that most of the farms had less than 20 animals, had no records
and natural mating was the main reproductive system. The contact
of cows with bulls from other farms constituted a risk factor. The
prevalence for the region was lower than found in other studies
in the country. Some management conditions should be improved
to avoid risk factors and prevent the spread of the disease. It is
important to determine the presence of persistently infected
animals, for their subsequent replacement, as well as to implement
systematic records on farms and to test new animals arriving on
farms.

Keywords:  Animal health; Bovine diseases;
Flaviviridae; Pestivirus; Veterinary epidemiology.
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INTRODUCCION

La diarrea viral bovina (DVB) es una enfermedad infectocontagiosa,
de distribucién mundial, que induce graves patologfas reproductivas,
respiratorias y gastrointestinales en la ganaderfa bovina, lo cual,
causa importantes pérdidas econdmicas (Lanyon er al 2014).
Su naturaleza silenciosa, infecciones transitorias prolongadas y
la existencia de animales persistentemente infectados (PI), como
reservorios eficientes, son responsables de su presencia ubicua en
las poblaciones de ganado bovino, en todo el mundo (Moennig &
Becher, 2018). El bovino es considerado el hospedero natural del
virus (Walz ez al. 2010) y las infecciones con el virus son endémicas,
a nivel global (Scharnbéck ez 2l 2018).

El agente etioldgico de la enfermedad es el virus de Diarrea Viral
Bovina (VDVB), que tiene como genoma un ARN de polaridad
positiva, envuelto, esférico, que mide de 40 a 60 nm, pertenece
al género pestivirus de la familia Flaviviridae y se clasifica en dos
biotipos, dependiendo de su comportamiento en cultivos celulares
citopdticos (CP) y no citopdticos (NCP). Adicionalmente, dado que
la ARN polimerasa del VDVB no posee la capacidad de correccidn,
cabe esperar una alta tasa de mutaciones y de sustituciones, por
lo que se presenta una amplia variedad genética, permitiéndole
evadir la respuesta inmune del huésped, dificultando los programas
de control y de erradicacién (Walz et al. 2020; Gonzdlez-Bautista
et al 2021).

La DVB presenta manifestaciones clinicas y lesiones variadas,
dependiendo el momento en el que se presenta la infeccidn,
el genotipo y el biotipo del virus, siendo las mds importantes
las formas reproductivas, debido al impacto econdémico, efecto
inmunosupresor y, en consecuencia, la susceptibilidad a infecciones
secundarias en los animales (Campbell, 2004).

Entre las metodologfas diagndsticas para determinar la presencia
de la enfermedad en una regidn, se tienen la deteccién de antigeno
viral y anticuerpos o genoma viral (Houe ez /. 2006). Los métodos
seroldgicos son un componente clave durante la fase de vigilancia
de los programas de control del VDVB y permiten monitorear la
seroprevalencia, a nivel del hato y regional. La deteccién de antigeno
viral permite identificar la prevalencia de la enfermedad y la posible
introduccién de animales PI para su posterior eliminacién (Wernike
& Beer, 2022). La deteccién de anticuerpos especificos se realiza
mediante pruebas seroldgicas, especialmente, la seroneutralizacidn,
que ha mostrado tener una alta especificidad y sensibilidad; sin
embargo, al ser bastante laboriosa se prefiere la utilizacién del
ELISA indirecto y competitivo (Ridpath ez /. 2010).

Cuando se desea medir la distribucién del VDVB en una poblacién
bovina, se debe tener presente la vacunacién y la presencia de los
animales PI. En los animales vacunados, el diagnéstico serolégico
permite medir cudl es la respuesta inmunolégica hacia las vacunas,
lo que determina si hay o no una respuesta inmune de proteccién
(Toker & Yesilbag, 2021). En el caso de infecciones persistentes
(PI), la deteccién directa del virus en animales portadores es
el principal método de diagndstico, toda vez que estos animales

pueden ser negativos a las pruebas serolégicas (Tomazi Fritzen ez al.
2024).

Para establecer la seroprevalencia en poblaciones no vacunadas, se
determina la proporcién de seropositivos bovinos de una muestra
aleatoria y representativa de dicha poblacién, usualmente, alrededor
del 10 %. Es importante tener presente que los bovinos mayores de
seis meses, que no hayan sido vacunados contra el VDVB y que
tengan anticuerpos contra este virus, son animales que sufrieron
infeccién natural y que poseen inmunidad contra la enfermedad, la
cual, es superior a la que puede ser inducida por cualquier vacuna,
siendo, ademds, libres de VDVB, con un 99 % de seguridad
(Lanyon et al. 2014).

Anivelmundial, sehandetectado diferentes nivelesdeseroprevalencia
de VDVB en poblaciones bovinas de varios continentes; por
ejemplo, en Irlanda, en un programa de erradicacién, que inicié
en 2013, se logré reducir la seropositividad de 11,27 %, en los
rebafios de cria y el 0,78 %, de los terneros, examinados ese afio,
hasta 0,56 %, en los rebafios y 0,03 %, en los terneros, en 2020
(Casey et al. 2022). En el continente africano, en el Noroeste de
Etiopia, se hizo un estudio de seroprevalencia en hatos bovinos
lecheros, encontrando un promedio de seropositividad de 26,84 %
(Demil ez al. 2021).

Respecto a la prevalencia, en Estonia, se analizaron 120 hatos
bovinos lecheros, entre 2019 y 2020, encontrando una prevalencia
promedio del 27,0 %, de bovinos positivos para el virus VDVB
(Motus et al. 2021). En otro estudio realizado en dos regiones
productoras de ganado de leche en Chile (Alocilla & Monti, 2022),
se encontrd, para el VDVB, una prevalencia real del rebano, de un
77 % y una prevalencia individual real de infeccién activa, de un
3,5 % (Gonzilez-Bautista et 2l 2021).

En Colombia, se ha reportado la presencia de animales PI en
diferentes regiones del pafs, con una prevalencia que oscila entre el 1
y 10 % de los animales positivos, los cuales, son los responsables de
mantener la enfermedad en una poblacién determinada (Quintero
et al. 2019). Igualmente, se han realizado diferentes estudios de
seroprevalencia, que comprueban la presencia del virus (Mogoll6n
et al. 1990; Jaime et al. 1996; Vera et al. 2003; Gonzalez-Bautista ez 4.
2021; Martinez-Rodriguez et al. 2021; Ria Giraldo ez al. 2023). En
la regi6n oriental existen evidencias seroldgicas de la presencia del
virus. Un estudio realizado en el departamento de Santander reporté
una seroprevalencia de 29,7 %, demostrando la importancia de la
enfermedad en la zona (Vargas-Nifio er al. 2018); sin embargo,
no hay estudios sistemdticos que indiquen la seroprevalencia de la
regién nororiental y, en especial, en la provincia de Pamplona.

La regién de Pamplona es una zona de bosque altoandino, con
una fuerte vocacién lechera, donde predominan las razas lecheras
y de doble propésito y posee una poblacién bovina estimada de
3.322 animales. El objetivo del presente trabajo fue determinar la
seroprevalencia de una poblacién bovina de Pamplona y determinar
posibles factores de riesgo, con relacién al manejo propio de la
region.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién. El estudio se realizé en la provincia de Pamplona,
ubicada en las estribaciones de la cordillera oriental, a 2.200
m s.n.m.; el clima es seco y la temperatura varfa de 8 a 18 °C,
con un régimen de lluvias, que va de mayo a agosto. El ganado
predominante en la regién corresponde a razas criollas y sus cruces
con razas doble propésito, especialmente, el ganado normando.

Tipo de estudio y seleccién de predios y animales. Se realizé un
estudio descriptivo y de corte transversal. Teniendo en cuenta que
no se tenfan antecedentes, ni estudios formales de la enfermedad
para la region, se seleccioné el tamano de muestra usando, como
referencia, un nivel de confianza del 95 %, una prevalencia estimada
del 50 %, un error de estimacién del 5 %, una probabilidad a
favor del 0,5 y una probabilidad en contra de 0,5 %, asi como el
tltimo censo agropecuario, que inclufa, aproximadamente, 3.322
animales.

La poblacién minima fue obtenida tomando en cuenta los factores,
tanto logisticos como estadisticos; en estos ultimos, se tuvo en
cuenta, principalmente, la relevancia del tamafio de la muestra, con
relacién al efecto y a la significancia estadistica de la misma (Hulley
et al. 2001). Los criterios de inclusién fueron bovinos hembra en
edad reproductiva (mayores de dos afios), no vacunados.

El promedio de animales por predio para el municipio no supera
los 20 bovinos, por lo tanto, se muestrearon todos los animales del
predio, que cumplian con los criterios de inclusién. En aquellos
casos donde los predios tenfan mds de 20 animales, se muestrearon
un minimo de 10.

Toma de muestras. Se recolectaron 10 ml de sangre en tubos tipo
vacutainer® sin anticoagulante. Para obtener el suero, estos fueron
llevados al laboratorio de Ciencias Biomédicas de la Universidad de
Pamplona, donde se centrifugaron a 2.500 rpm, por 15 minutos,
para la extraccién del suero, los cuales, se conservaron en crioviales,
a -20 °C, hasta su procesamiento. Se obtuvieron 324 muestras
de suero de bovinos no vacunados de 82 predios, distribuidos en
municipios y en veredas de la provincia de Pamplona.

Desarrollo del ELISA contra VDVB. Las pruebas para detectar
anticuerpos especificos contra VDVB fueron realizadas utilizando un
inmunoensayo enzimético comercial de la casa IDEXX , de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La lectura, la interpretacién
de resultados de ELISA y el andlisis para los informes, asi como la
gestion de los datos sanitarios, se realizaron utilizando el software
xChekPlus. Algunos de los animales no presentaron pruebas
concluyentes, de acuerdo con lo reportado por el fabricante, por lo
que, en este caso, se repitié la toma de muestra y andlisis.

Cuestionario. Se hicieron dos encuestas: A) Encuesta a los
productores, con el objeto de determinar las caracteristicas de los
sistemas de produccién del municipio, basado en datos generales
de las explotaciones, relacionados con 1) manejo, 2) alimentacidn,
3) uso de inseminacién artificial o monta natural, 4) contacto con

animales de otras explotaciones, 5) nimero y censo de animales, 6)
sistema de explotacidn, raza, tipo de explotacién, 7) Presencia de
abortos y 8) asi como datos de indices reproductivos. B) Encuesta
a pie de animal, con el objeto de recolectar datos especificos acerca
de: a) edad, b) niimero de partos y ¢) presencia de abortos e indices
reproductivos especificos. Los datos obtenidos fueron utilizados
para hacer correlacion con los hallazgos, a nivel seroepidemiolégico,
con el fin de determinar factores de riesgo relacionados.

Andlisis de los datos. Todos los resultados se analizaron mediante
estadistica descriptiva. Para los andlisis estadisticos se utilizaron,
principalmente, el coeficiente de contingencia de Pearson, el
cual, aplica la estadistica Ji cuadrado, para determinar posibles
asociaciones y los coeficientes de correlacién, mediante tablas de
contingencia de Pearson. Para la obtencién de los resultados se
utilizé el paquete estadistico SPSS versién 19.

RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo constituye el primer estudio sistemdtico
realizado en la zona lechera de Pamplona, donde se utilizé la
técnica de ELISA indirecto, para determinar la seroprevalencia del
VDVB. De las 324 muestras de suero analizadas, 49, procedieron
de 18 predios y fueron positivas a la prueba de ELISA indirecta,
lo que correspondié a una seroprevalencia individual de 15,12 %
(49/324) (95 % CI 11.61 - 19.45) y de 21,95 % (18/82) (95% CI
14,28 — 32,14), para predios. Este valor se encuentra por debajo de
los reportados para diferentes partes de pais.

Vargas-Nifo ez al. (2018) reportaron una seroprevalencia de
29,7 % para el departamento de Santander, encontrando una
homogeneidad en todos los municipios estudiados. En un estudio
realizado con 96 animales en la sabana de Bogotd, se encontr6 una
seropositividad del 56 %, sin sintomas clinicos evidentes, como en
los animales analizados en el presente estudio (Parra ez al. 1994).
Martinez-Rodriguez er al. (2021) obtuvieron una seroprevalencia
del 65 %, para animales y 100 %, para predios, en Valledupar,
encontrando variaciones significativas relacionadas con la edad.
Adicionalmente, se han determinado seroprevalencias en Boyacd,
del 62,7 % (Pulido ez al. 2009) y en el Valle del Cesar, se determiné
una prevalencia del 46 % (Pefia, 2011). Estas marcadas diferencias
con las prevalencias encontradas en Pamplona se pueden explicar
por la densidad y la compacidad del rebafio, la transferencia de
animales entre explotaciones, la presencia de animales PI y a las
condiciones medioambientales (Uddin et #/. 2017; Hashemi et al.
2022).

Las bajas prevalencias encontradas en el presente trabajo pueden
estar asociadas a una baja circulacién del virus en la region, debido
al tipo de explotaciones, donde predominan los hatos pequefios,
con un manejo tradicional con baja tecnificacién y con limitada
introduccién de animales nuevos. Se destaca la presencia de
toros propios en los predios y la utilizacién de la monta natural;
sin embargo, no todos los predios poseen machos, por lo que el
préstamo de estos entre explotaciones es una préctica comun.
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Respecto a la encuesta de caracterizacion de los predios, se lograron
obtener datos de 62 cuestionarios completos, con los cuales, se
pudo obtener informacién acerca de la caracterizacion de las
explotaciones. Asi, se pudo determinar que, 93,5 % (58/62) de los
predios tenfan menos de 20 animales, solo en 6,4 % (4/62) predios
se reportaron abortos esporddicos y no de manera reciente; no se
llevan registros formales productivos ni reproductivos; la monta
natural es el principal sistema utilizado para la reproduccién; solo
el 5,3 % (3/56) de los predios estudiados utilizaban la inseminacién
artificial, pero, igualmente, por razones culturales, utilizaban lo que
se conoce como toros “repasadores”, que montaban a las hembras
recién inseminadas, con el fin de asegurar la monta. Esto no
permitié realizar una separacién absoluta entre el uso de la monta
natural y la inseminacién artificial.

No se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre la
presencia de animales seropositivos y la presencia de abortos, ni con
la raza o la edad y el niimero de partos (p>0,05). Finalmente, se pudo
determinar que en el 66 % de los predios en donde se presentaron
casos positivos (12/18), prestaban los machos para la monta o las
hembras tenfan contacto con hembras de otras explotaciones. Los
predios en donde se realizaba esta prictica tuvieron seis veces mds
riesgo de ser positivos a DVB frente a los que no, de acuerdo con
la OR encontrada, indicando una relacién bastante alta, mientras
que el valor de X fue de 0,0017 (p<0,05), por lo que constituyé un
factor de riesgo y, ademds, evidencié una relacién con la presencia
de los animales seropositivos, asi como la posibilidad de contacto
con animales de otras explotaciones.

Aunque en este trabajo no se realizé una determinacion sistemdtica
de titulos seroldgicos en machos, el que se compartan los machos
entre fincas fue un factor de riesgo reconocido. Esto puede estar
relacionado con la eliminacién del virus, toda vez que se encontré
una relacién directa entre el uso de los machos compartidos y
la mayor presencia de positividad serolégica en los predios. La
eliminacién del virus por parte de los machos ha sido demostrada,
toda vez que hay evidencia que el virus puede infectar los tejidos
reproductivos con consecuencias reconocidas sobre la fertilidad,
debido a su eliminacién por el semen, relacionado con la replicacién
en las vesiculas seminales y la glindula prostdtica, tanto en animales
con infeccidén aguda como en animales PI (Rikula ez a/. 2008). La
infeccién puede persistir durante varias semanas en los testiculos,
convirtiendo al semen en una fuente potencial de infeccién (Givens
et al. 2003).

Si bien la seroprevalencia indica la difusién y la exposicién
a un determinado microorganismo en una regién, el riesgo
epidemiolégico que implican animales seropositivos o seronegativos
diferir4, segtn el virus que se considere. Un animal seropositivo al
VDVB sefala a un potencial portador del virus y, por otra parte,
un bovino seronegativo al VDVB podria indicar la presencia de
un portador persistentemente infectado con el virus. Ambas
situaciones, serolégicamente distintas, tendrfan similar significancia
epidemiolégica en la diseminacién de la DVB (Su ez al. 2023). Por
esta, es necesario determinar la presencia de animales PI, toda vez
que estos constituyen una fuente importante del mantenimiento de
la infeccién.

En el presente estudio se encontraron hatos pequefios con
deficiencias en el manejo y la falta de registros, lo que no permitié
determinar indices reproductivos, que indicaran el efecto
econdémico o sanitario. Es importante sefialar que algunos estudios
revelan una disminucién en la fertilidad en vacas, aparentemente
sanas, que tenfan anticuerpos a DVB detectables, antigeno de DVB
o ambos (Kale ez @/ 2011). La infeccién puede no causar signos
clinicos obvios 0 una amplia gama de signos en asociacién con otros
complejos de enfermedades, lo que dificulta la evaluacién de su
impacto econdémico y, probablemente, se subestime (Laureyns et
al. 2010).

Debido a que el estudio se realizd sobre una poblacién no
vacunada, la presencia de anticuerpos indica una infeccién natural
y la circulacién del virus en la poblacién bovina de la provincia de
Pamplona y, pese a la baja prevalencia, no se descarta la posible
presencia de P1, toda vez, que estos animales constituyen la principal
fuente de infeccidn, por lo que se recomienda complementar los
estudios seroldgicos con otros, que permitan identificar este tipo
de animales.

Como conclusién, la seropositividad encontrada en el estudio indica
el contacto de la poblacién con el VDVB en la poblacién bovina de
la provincia de Pamplona, donde puede estar circulando de manera
inaparente, sin la presentacién de signos clinicos evidentes.

A pesar de encontrar prevalencias para DVB en la region
Nortesantandereana, inferiores a las encontradas a nivel nacional,
se puede dilucidar que es una enfermedad relativamente comin en
dicha regién, méxime que es una prevalencia encontrada en hatos
que no vacunan, por lo que se convierte en factor de riesgo para
propagarse a regiones vecinas del Nororiente colombiano, a la vez,
que puede incrementar las pérdidas econdémicas, por el impacto
negativo en los indices reproductivos y la incidencia de abortos,
relacionados con dicha infeccién. Se hace necesario implementar
medidas de control, buscando reducir la incidencia de la
enfermedad, como adopcién de programas de vacunacion, pricticas
de manejo sanitario adecuadas, programas de reproduccién basados
exclusivamente en inseminacién artificial y continuo monitoreo
serolégico del ganado bovino.

El préstamo de machos entre las diferentes explotaciones y las
condiciones de manejo presentan relaciones estadisticamente
significativas en los predios, donde se determinaron la presencia de
animales seropositivos al VDVB.

Se requieren estudios sistemdticos para determinar la presencia
de animales PI, como fuente principal de la infeccién, sobre
todo, en aquellas explotaciones donde estdn presente los animales
SEropositivos.
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ABSTRACT

Sensory evaluation of food is a constantly evolving field, where
recently developed analysis methods are on their way to be
consolidated. Check-All-That-Apply (CATA) is a rapid method
used to describe sensory characteristics of a product through a
personalized selection of terms; however, the format in which
these terms are presented is not standardized. This study aimed to
assess the effect of the design of four CATA ballots for the analysis
of strawberry drinkable yogurt. Fifteen descriptive terms were
established with the participation of 97 consumers, with 6 terms
relating to texture, 5 to taste, and 2 to both appearance and odor. The
four ballot models: a) columns, b) vertical list, ¢) radial distribution,
and d) random distribution, were applied to characterize the
same commercial brand of yogurt using 150 consumers for each
model. According to Cochrans Q test, significant differences
were found for the pink color, acid/sour taste, strawberry odor,
creaminess, viscosity, milk odor, and artificial flavor. Among the
four ballot models, model C shows less variability in selecting
terms. Furthermore, there were found differences among the
yogurt samples for physicochemical properties (p-value<0.05)
related to instrumental color, pH, titratable acidity, and soluble
solids, except for consistency index. Finally, these findings highlight
that the ballot design affects consumer responses associated with
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the visual perception process resulting from the design, as well
as the physicochemical characteristics of yogurt derived from
the technological process experienced during manufacturing and
commercialization.

Keywords: CATA; Quality control; Qualitative descriptive analysis;
Sensory analysis ballot; Sensory attributes.

RESUMEN

La evaluacién sensorial de alimentos se encuentra en constante
evolucién, donde los métodos de andlisis recientemente
desarrollados buscan consolidarse. Check-All-That-Apply (CATA)
es un método rdpido empleado para describir caracteristicas
sensoriales de un producto mediante una seleccién personalizada
de términos. Sin embargo, el formato en que éstos se presentan
no estd estandarizado. Este estudio evalud el efecto del disefio de
cuatro fichas CATA para el andlisis de yogurt bebible de fresa. Se
generaron 15 descriptores con la participacién de 97 consumidores;
de estos descriptores 6 se relacionaron con la textura, 5 con el sabor
y 2 tanto con apariencia como con el olor. Se disenaron 4 modelos
de fichas: a) columnas, b) lista vertical, ¢) distribucién radial y d)
distribucién aleatoria, que fueron aplicados para caracterizar una
misma marca de yogurt comercial, empleando 150 consumidores
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por cada modelo. La prueba Q de Cochran evidencié diferencias
significativas para el color rosado, 4cido/agrio, olor a fresa,
cremoso, viscoso, olor a leche, y sabor artificial. De las cuatro fichas
propuestas, el modelo C mostré menor variabilidad en la seleccién
de términos. Asimismo, los lotes de yogurt presentaron propiedades
fisicoquimicas heterogéneas (p-valor<0.05) en relacién con el color
instrumental, pH, acidez titulable y sélidos solubles con excepcién
del indice de consistencia. Finalmente, estos hallazgos evidencian
que el disefio de la ficha ejerce un efecto significativo en la respuesta
de los consumidores asociado al proceso de percepcién visual
originado por el disefio, asi como a caracteristicas fisicoquimicas
inherentes al producto como consecuencia del procesamiento
tecnolégico y comercializacion.

Palabras claves: Andlisis descriptivo cualitativo; Atributos sensoriales;
Control de calidad; Evaluacién sensorial; Ficha sensorial.

INTRODUCTION

Yogurt is a fermented milk originated in the Middle East that is
currently produced on an industrial scale and has positioned itself
as one of the most massively consumed foods worldwide (Aryana
& Olson, 2017; Hashemi Gahruie et 2/ 2015). This food has
been widely used as a vehicle to satisfy the functionalities required
by consumers, which has resulted in numerous sensory studies
(Janiaski et al. 2016; Miele et al. 2017; Andrade Oliveira et al.
2021).

There is a strong interest in the development of rapid sensory
methods to increase the efficiency of the data collection process
while maintaining the confidence of the information obtained
(Meyners & Castura, 2014). In the last decade, multiple rapid
sensory profiling methods have been developed as alternatives
to traditional descriptive analysis (Fleming ez al 2015); such
methodologies are shorter, flexible and can be applied to consumers
without trained evaluators (Belusso ez /. 2016). These methods
include flash profiling, sorting, polarized sensory positioning
(PSP), projective mapping (Napping®), and check-all-that-apply or
CATA (Fleming ez al. 2015; Moussaoui & Varela, 2010).

Check-All-That-Apply (CATA) is a qualitative descriptive analysis
method, consisting of multiple-choice questions presented to
respondents as a list of words or phrases, from which they must
select all the options they believe describe the product under
evaluation (Ares & Jaeger, 2015a). Terms may include sensory
attributes, hedonic responses, emotional responses, purchase
intentions, potential applications, product positioning, among
other qualities that the consumer might associate with the sample
(Meyners & Castura, 2014).

The CATA terms used can be adopted from previous studies on the
product to be evaluated, or they can be generated in an unpublished
form. In the latter case, they are obtained from either (1) a trained
panel, (2) the opinion of a small number of consumers through
“free listing”, or (3) generated during focus groups (Fleming ez
al. 2015). Delarue ez al. (2015) suggest that in CATA studies the
number of alternatives usually varies between 10 and 40. However,

the use of a short list causes the percentage of selection to increase,
while longer lists cause it to decrease. Thus, the results in practice
suggest an ideal number of terms in the range of 10 to 28 (Jaeger et
al. 2015), covering a wide range of sensory attributes (appearance,
aroma, flavor/taste, texture, aftertaste/mouthfeel) (Ares & Jaeger,
2015b; Ares et al. 2017).

The CATA terms selected should be organized in such a way as to
reduce the error by location. Ares & Jaeger (2015a) suggest that
the spatial distribution of the terms plays a determining role in
the selection process, since the terms located at the beginning are
more likely to be selected compared to those located at the end.
In the studies conducted using CATA, ballots with a format of
two or three columns made up of the terms distributed equally are
regularly used. The order of the terms responds to a spatial location
on the ballot, and the probability of being chosen is associated with
preferences of psychological origin due to the position in which
they are found (Blom-Hansen ez /. 2016).

Considering that the visual layout of the text on the ballot can
influence consumers’ responses, it was proposed to evaluate the
effect of four CATA ballot designs for the analysis of commercial
strawberry yogurt.

MATERIALS AND METHODS

Sample. For the generation of descriptors, three of the most
representative brands of commercial strawberry yogurt in 1-liter
presentations, purchased in supermarkets in the city of Lima, Peru,
were used. Brand 1: partially skimmed with strawberry pulp; brand
2: partially skimmed with strawberry pulp and probiotics; brand 3:
partially skimmed with artificial strawberry flavor. Subsequently,
to evaluate the effect of four ballot models, named as A, B, C and
D (Figure 1) the most positioned brand in the market was used.
Brand 1: composed of reconstituted milk powder, reconstituted
concentrated milk, white sugar, sweetened strawberry pulp, raw
milk, hydroxypropyl distarch phosphate (INS 1442), pectin (INS
440), skim milk powder, strawberry and molasses flavorings,
carmine coloring (INS 120), zinc source gelatin: zinc sulfate,
vitamins A and D, and lactic cultures), according to the ingredient
declaration.

CATA evaluation

Generation of descriptors. A total of 97 regular consumers from

the university environment were recruited, comprising 41% male
and 59% female, aged between 19 and 63 years. Invitations were
sent by direct mail and electronic messaging. Twenty-five milliliters
of yogurt were served in 2 oz thermal plastic cups at 7 + 1°C
accompanied by table water served in 7 oz plastic cups for initial
mouthwash and between samples. Prior to analysis, consumers were
given instructions on how to taste the samples and generate terms
describing the sensory characteristics of the product through a free
listing task based on the order of appearing attributes as follows
Appearance—>Odor—>Taste—>Texture—»>Residual effect, adapted
from Dos Santos et al. (2015).
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Figure 1. General model of the four analysis ballots: A, B, C and D.

Heading: General data and instruction, Contents: Alternative models according to the case, Closure: Remarks and acknowledgement.

Design of the CATA ballot. With the descriptors generated (693)
by the consumers, a frequency matrix of the number of observations
of each one was elaborated. The frequency of use of each term
was determined by counting the number of times consumers
used that term to describe the samples. In the count, terms not
appropriate to sensory language were omitted, while similar or
synonymous valid terms were grouped together to avoid confusion
during the evaluation. Also, words and phrases were adapted to
facilitate understanding (Symoneaux er /. 2012). This work was
conducted by an internal panel of six members with training in
sensory evaluation who selected the 15 most frequently mentioned

descriptors to obtain good quality data (Jaeger ez al. 2018) based
on a ranking of mentions. These 15 descriptors were organized
into four ballot models (Figure 1). Model A: Terms equally
distributed in three columns, conventional structure coming from
the literature; Model B: Vertical list, to cause the dilution effect of
the terms located at the end; Model C: Radial distribution, based
on the structure of chromatic circles or color palettes, integrating
the terms to facilitate their linkage in sensory profiling; Model
D: Random spatial distribution, based on the structure of a word
cloud to generate visual dispersion.
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CATA sensory analysis. This analysis was performed with the same
brand of strawberry drinkable yogurt for the four ballots, with the
participation of 600 regular consumers (54% male, 46% female,
aged 18 to 69 years) divided into four groups of 150 for each ballot
model. The groups performed the delayed analysis in environments
adapted for sensory evaluation (Lichters ez /. 2021). Prior to the
analysis, they were instructed to mark with a check or blades all the

characteristics perceived in the sample (25 ml), which were served
monadically at 7 - 10°C in 3 oz plastic cups without coding.

For data processing, the evaluation ballots were decoded in a matrix
as described by Delarue et al. (2015), using a vertical format,
generating a cell for the combination of consumer and product

for each CATA term, which was filled with 1 or 0 to indicate the
absence or presence of the attribute, respectively.

The selection efficacy in each model was evaluated considering the
total of the 15 descriptors as 100 % using equation 1.

x .
Efficacy (%) = (—) x 100 equation 1
15

where “x” is the total number of brands registered according to the
model.

Physicochemical characterization of the yogurts

Color. The color of the samples was expressed by applying the
three-dimensional CIELab system in terms of L* (lightness), a*
(red/green), b* (yellow/blue) and Chroma (C*) using a Minolta
CR-400 colorimeter (Japan), after calibration with a white ceramic
plate (Scibisz & Ziarno, 2023). In order to contrast the color
difference (AE) between commercial samples versus sensory color
analysis, equation 2 was used.

AELqp =/ (AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? equation 2
where AL, Aa’ y Ab' represent the mathematical difference between
the parameters L*, a* and b*, respectively.

Acidity. Acidity was determined by titration with NaOH (0.1 N)
according to Soukoulis et al. (2007) and expressed as percentage of
lactic acid (g/100 g).

pH. The pH of the samples was determined using a Handylab pH
11 digital portable potentiometer, SCHOTT® (Germany).

Total Soluble Solids (TSS). Soluble solids were determined with
an ATC handheld refractometer (0-32 °Brix) according to Yasni &
Maulidya (2014).

Consistency Index (K). A dynamic viscosity test of yogurt samples
(500 mL) was performed using a Visco Basic Plus rotational
viscometer, FUNGILAB® (Spain) with a N° 3 spindle with speeds
between 1 to 5 rpm at room temperature (21 + 1°C). Shear stress
and strain rate were calculated to generate rheograms adapted to
the pseudoplastic model according to Macedo and Ramirez &

Vélez-Ruiz (2015). The consistency index (K) was employed as an
indicator of the rheological characteristics of the samples, which
was calculated from equation 3.

T=Ky" equation 3

where T is the shear stress, y is strain rate, K'is the consistency index
and n is the flow index.

Statistical analysis

The CATA data were analyzed using XLSTAT software (trial
version), with which the Cochran’s Q test was performed to identify
significant differences between the ballots for each of the descriptors.
In addition, a sensory map was generated from a Correspondence
Analysis to visualize the distribution of the attributes according
to the samples. Analysis of variance (ANOVA) was carried out on
the physicochemical characteristics of the yogurt, followed by a
multiple comparisons test using Statgraphics 18 (trial version). All
measurements were performed in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

Descriptors selected for CATA analysis

During the free listing task, 693 valid words or phrases were
generated, at a rate of 1 to 16 per person (7 per person on average).
Results included duplicate, synonymous, and non-sensory language
terms, such as “nutritious”, “drinkable”, “likeable”, among others.
It should be noted that the ability to verbalize descriptive terms
is associated with the training level of the analyst, as well as with
sociocultural patterns of consumption (Xia ez a/. 2020).

The 15 terms selected after screening by the internal panel are
shown in descending order according to frequency of mention in
Figure 2, from the sixteenth descriptor onwards, the frequencies of
mention were less than or equal to 7. Among the selected terms, 6
were associated with texture, 5 with taste and 2 for both appearance
and odor. In studies of strawberry yogurt by CATA, the use of 8 to
16 terms has been observed (Castura et 2l 2016; Cruz et al. 2013;
De Carvalho ez al. 2018). Based on these studies, a qualitative
comparison of terms was made (Table 1), showing 9 coincidences,
while 6 of the selected terms are original to this research. The latter
is associated with intrinsic characteristics of the samples originated
by their formulation and processing technology, as well as the
degree of experience of consumers to verbalize sensory terms, added
to sociocultural patterns (Favalli ez /. 2013).

Ares & Jaeger (2015b) suggest that CATA terms should cover the
full spectrum of sensory attributes, ranging from appearance, odor,
aroma, taste, texture, to aftertaste. However, within the 15 most
mentioned descriptors, those representing aroma are absent, as well
as residual sensations given that consumers scarcely generated terms
related to these attributes, which reflects the panel’s expertise in
verbalizing sensory characteristics (Barton ez a/. 2020) and exhibits
the predominance of certain attributes over others for yogurt. The
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sensory profile achieved can be useful in quality control and in the
design and development of new products within this food category.

Effect of the CATA ballot design

During the analysis conducted with the four ballot models,
consumers selected an average of 7 terms, with a minimum of 2
and a maximum of 13, conforming to a normal distribution. In this

Figure 2. Frequency of descriptor mentions in the term generation phase.

Selection efficacy was employed as a difference indicator, with
averages of 44.8%, 47.3%, 44.8% and 42.3%, for models A, B,
C and D, respectively. Hypothetically, marking all the descriptors
on a ballot would mean that the product has all the characteristics
simultaneously, but not necessarily that it is the best. In this
study, the terms included in the ballots are associated with the
characteristics most commonly found among a triad of commercial
yogurts in order to amplify the diversity of descriptors.

According to Cochran’s Q test, differences (p-value < 0.05) were
found for 7 descriptors (pink color, acid/sour, strawberry odor,
creamy, viscous, milk odor, and artificial flavor). This suggests
that the design of the ballots impacts the perception of consumers
causing them to characterize the properties of yogurt differently.
Although these characteristics are the result of the technological
conditions of each batch of yogurt, the physicochemical results
indicate differences for descriptors with no association such as
the consistency index (K), and for some that are related such as
instrumental color, acidity index and pH. Also, the apparent

regard, Kim ¢t al. (2023) reported an average of 7.7 terms (min.=2
and max.=8) out of a total of 24 CATA terms for commercial
yogurts. Each marked attribute is known to indicate that it is
appropriate to describe the sample being evaluated, whereas an
unmarked term could suggest consumer uncertainty about its
applicability (Meyners & Castura, 2014), that they paid little
attention to it, or even, that they did not understand it.

homogeneity for the other attributes (sweet, strawberry flavor,
fluid/watery, thick, milk flavor, with pieces of fruit, dense and
homogeneous) may be attributed to their notoriety, as well as the
lack of analyst training (Lawless & Heymann, 2010). Moreover, the
same attribute can be understood in different ways by consumers
depending on its complexity (Ares er al. 2015).

Sensory map

The sensory map (Figure 3) represents the total variation of the
experimental data in terms of the first two dimensions (F1 and
F2) which explain 89.7% derived from the correspondence analysis
performed on the frequency table. A similar study found a value
of 90.7% for the sum of the two main dimensions (Delarue et
al. 2015), values considered valid for the results interpretation.
The map reveals the distribution of descriptors according to their
frequency of use by each ballot model, evidencing that the design
causes consumers to describe differently the same yogurt sample.
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Table 1. Comparison of CATA descriptors with other studies using strawberry drinkable yogurt.

This research

Benchmark studies

Cruz et al. (2013)

De Carvalho ez al. (2018)

Castura et al. (2016)*

Light pink
Pink color Pink color -
Pink salmon
With pieces of fruit - Presence of strawberry pulp -
- - Absence of strawberry pulp -
Strawberry odor - - -
Milky odor - - -
- Strawberry aroma - -
- Acid aroma - -
- - Artificial strawberry aroma -
- - Fermented milk aroma -
- - Bitter taste -
Sweet Sweet taste Sweet Sweetness
Acid/sour Acid taste Acid Sourness
Artificial flavor - - Artificial flavour
Milk flavor - - -
Strawberry flavor Strawberry taste Strawberry pulp flavor Strawberry flavour
- - - Cream flavour
- Yogurt taste - -
- - Sweetish -
- - Astringent -

Residual sweetener flavor

- - - Off flavour
Viscous Viscous - -

Creamy - Creamy Creamy texture
Fluid/watery - No consistency -
Homogeneous - - -

- Heterogeneous - -

- Liquid - -

Thick - - -

Dense - - -

Consistent with strawberry pulp

Residual taste

Fatty mouthfeel

a TCATA (Temporal check-all-that-apply)

Based on the significantly different descriptors (Cochran’s Q test),
model B generates a higher number of mentions in the attributes

flavor. Considering that the distance between points corresponding
to products is a measure of their similarity (Ares & Jaeger, 2015a),
model D is far from the others and corresponds with having the
lowest selection eficacy (42.3%).

pink color and strawberry odor while ballot D generates a
predominance of acid/sour, creamy, viscous, milk odor and artificial
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Figure 3. Sensory map of CATA terms for the four ballot models in the analysis of strawberry yogurt.

There are studies that have described a position effect when
visualizing a list of alternatives (Soderlund et al. 2021). Usually,
analysts start reading from top to bottom, incurring in saturation
at the end, causing them to have taken greater care in analyzing
the first positions. This causes the first terms to be selected more
frequently compared to the last ones (Ares & Jaeger, 2015a). On
the other hand, the duration of the individual analysis can be an
interesting factor to study. In this research, the time to complete
the analysis was not measured; however, studies around this factor
suggest that the use of long lists causes saturation due to the time
invested (Augenblick & Nicholson, 2016).

Effect of samples

The physicochemical characteristics of the yogurt samples
showed heterogeneity except for the consistency index (Table 2).
Instrumental color had significant differences for the parameters L*,
a*, b* and C*, this same variability was observed for the descriptor
“Pink color” in the CATA analysis, suggesting that the differences
found would not be attributed to the design of the ballots.
However, the difference in color between the samples of models A
and B (AEaB=1.15 + 0.22) is insufficient for consumers to be able
to differentiate them, given that according to Mokrzycki & Tatol
(2011), AE should vary between 2 and 3.5 for the difference to be

noticeable to the naked eye, as occurs between the samples of C and
D (AE=2.67 £ 0.27), however, in Cochran’s Q test they resulted
the same (Table 3). In addition, it is observed that the Chroma had
difference in the sample of model D. However, in sensory aspects
the different sample corresponds to model B, this is associated
with the perception threshold that consumers have regarding the
tonality exhibited by the sample in an integral way.

The acidity of the yogurts was heterogeneous (p < 0.05), with the
sample of model D being higher than the others, and the one with
the lowest pH. However, all samples are within the range of 0.6%
to 1.5% acidity contemplated by MINAGRI (2017). The inversely
proportional relationship that exists between acidity and pH has
been reported by Torrico er al. (2019) when evaluating strawberry
yogurt stored for 28 days at 4°C. It is likely that this behavior
derives from a higher production of lactic acid from sugars, which
is also reflected by a lower soluble solids content, this phenomenon
known as post acidification occurs in the product in storage and
marketing stages (Deshwal ez al. 2021). For this indicator, there is
consistency between the physicochemical analysis and the CATA
method. Cochran’s Q test indicates a difference between two
groups, the first group comprising the samples of models A, B and
C, against D.
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Table 2. Physicochemical characteristics of yogurt samples used in CATA analysis.

Model i, - = b c e (Q/Tg(i)té) pH (°’£?"Slx)
A 64.48 + 0.33" | 13.86 +0.12" | 2.74 +0.06" | 14.13 + 0.13" 2.96 £ 0.14° 0.74 £ 0.01" | 4.49 £+ 0.06" | 13.27 £0.31°
B 63.89 £0.30" | 14.02+0.09" | 1.82+0.04° | 14.14 + 0.08" 3.10 £ 0.06" 0.76 £ 0.02" | 4.61 £0.02° | 13.33 +0.23"
C  ]6530+0.29°| 13.84+0.08" | 1.98+0.01° | 13.98+0.08 | 2.99+0.15° | 0.75+0.01" | 456+ 0.01" | 13.47 +0.12°
D | 6283034 | 1339+0.12° | 2.87+0.04° | 13:69+0.12" | 326+036" | 0.91+0.03" | 428+0.01° | 12.73+0.31°
Table 3. Cochran's Q test and multiple comparisons.
Ballot model
Descriptor P-value
A B C D

Pink color 0.040 0.903 (a) 0.981 (b) 0.916 (ab) 0.929 (ab)

Acid/sour 0.000 0.234 (b) 0.208 (b) 0.221 (b) 0.071 (a)

Sweet 0.064 0.753 (a) 0.799 (a) 0.714 (a) 0.669 (a)

Strawberry odor <0.0001 0.578 (a) 0.805 (b) 0.695 (ab) 0.552 (a)

Strawberry flavor 0.130 0.760 (a) 0.838 (a) 0.779 (a) 0.851 (a)

Fluid/watery 0.493 0.214 (a) 0.156 (a) 0.214 (a) 0.175 (a)

Thick 0.184 0.383 (a) 0.364 (a) 0.305 (a) 0.279 (a)

Creamy 0.007 0.526 (a) 0.630 (ab) 0.610 (ab) 0.714 (b)

Viscous 0.001 0.201 (a) 0.318 (ab) 0.344 (b) 0.416 (b)

Milky odor <0.0001 0.364 (b) 0.292 (b) 0.260 (ab) 0.130 (a)

Milk flavor 0.279 0.370 (a) 0.305 (a) 0.370 (a) 0.286 (a)

With pieces of fruit 0.273 0.325 (a) 0.383 (a) 0.279 (a) 0.351 (a)

Dense 0.019 0.344 (a) 0.364 (a) 0.227 (a) 0.253 (a)

Homogeneous 0.362 0.545 (a) 0.500 (a) 0.571 (a) 0.597 (a)

Artificial flavor 0.001 0.221 (b) 0.156 (ab) 0.214 (b) 0.071 (a)

'The descriptors highlighted in black show significant differences between the models.

Soluble solids ranged from 12.73 to 13.47 °Brix, with the sample
of model D having the lowest value (p < 0.05). TSS are mainly
represented by mono and disaccharides of endogenous origin,
as well as added sugars, which are responsible for the sweet taste
of yogurt. However, the descriptor sweet was selected without
significant differences among the four ballot models (Table 3).

The rheological behavior of the samples was evaluated through
the consistency index K (Pa.s") derived from a fit to the potential
model. All samples were statistically equal (p > 0.05). Jaster et al.
(2018) characterized commercial strawberry yogurts finding that
they behave as non-Newtonian fluids of Power-law (pseudoplastic)
type. In that study, consistency index (K) values were lower (1.217
to 1.577 Pa.s"). In contrast, Wang et al. (2019) reported values
between 2.02 to 3.22 Pa.s”, similar to this study. According to
Macedo & Vélez-Ruiz (2015) the rheological characteristics of
yogurt are influenced by the formulation (type of ferments, sugar,
stabilizers, as well as the interaction of ingredients), by processing
conditions (fermentation time, methods) and storage conditions

(time and temperature). The descriptor “Viscous” related to this
indicator was different in Cochran’s Q test, which reinforces the
effect of the ballot model on consumer responses.

The advantages of ballot models include space saving (A), speed
of selection (B), innovative design (C) and randomness (D).
Disadvantages include positional risk (A and B), visual fatigue (B),
space reduction (C) and less clarity (D). The proposed model (C)
offers a higher probability of sensory profiling a strawberry yogurt
without biases caused by other designs that require randomization,
which is a way to guarantee reproducibility and repeatability.

The results obtained reveal that the differences found when
describing yogurt derive from the position in which the descriptors
appear in each ballot model, as they create a particular psychosensory
experience during the selection of the options. Therefore, an effect
due to the differences in physicochemical attributes between
samples is also included.
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As conclusions, the fifteen descriptors selected for the CATA
analysis were associated with the characteristics of appearance,
odor, taste and texture, while aroma and residual sensations were
absent. Significant differences were found for seven of these
terms, which are attributable to the model of the ballots, as well
as to characteristics of color, acidity, pH and soluble solids that the
sample acquires during its elaboration process. Of the four models
evaluated, ballot C caused fewer differences with respect to the
others, while ballot D offered greater variability in the selection
of terms. The findings of this study can serve as a basis for the
design of virtual ballots, an increasingly common trend in sensory
analysis with consumers. However, for similar and other products
it is reccommended that modifications be incorporated given the
diversity of food categories.
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RESUMEN

Las demandas actuales de las industrias hacen necesario recurrir a
nuevas herramientas para la generacién de desarrollo e innovacién
tecnolégica, por lo cual, se ha identificado la necesidad de
implementar tecnologias en la bisqueda de tendencias en el campo
de los procesos de modificacién de los materiales amildceos. Este
estudio tuvo por objetivo determinar la dindmica de produccién
cientifica, por medio de herramientas de innovacién, como la
vigilancia cientifica en la modificacién de almidones por hidrdlisis
enzimdtica, asistida por tecnologfas emergentes. Para ello, se realizé
un andlisis cuantitativo de los resultados, a partir de recopilaciones
de datos derivados de bases cientificas, reportados en clisteres y
mapas de tendencias, con informacién sobre las principales revistas,
autores, linea de tiempo, entidades y dreas de conocimiento en
la modificacién fisico-enzimdtica del almidén. Esta vigilancia
permitié identificar que las investigaciones se estdn orientando a
las modificaciones duales y la aplicacidn de tecnologfas emergentes
(campos eléctricos, ultrasonido y microondas), como métodos
alternativos en la modificacién del almidén de cereales y tubérculos.
Palabras claves: Agroindustria; Almidén nativo; Desarrollo
tecnolégico; Enzimolisis; Inteligencia competitiva.

Aceptado: mayo 8 de 2024

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado

ABSTRACT

The current demands of the industries make it necessary to resort
to new tools for the generation of technological development and
innovation, therefore, the need to implement technologies in the
search for trends in the field of starch modification processes has
been identified. The objective of this study was to determine the
dynamics of scientific production by means of innovation tools
such as scientific surveillance in starch modification by enzymatic
hydrolysis assisted by emerging technologies. For this purpose,
a quantitative analysis of the results was carried out based on
compilations of data derived from scientific databases reported in
clusters and trend maps with information on the main journals,
authors, timelines, entities, and areas of knowledge in starch
physico-enzymatic modification. This monitoring allowed the
identification that research is being oriented to dual modifications
and the application of emerging technologies (electric fields,
ultrasound, and microwaves) as alternative methods in the
modification of cereal and tuber starch.

Keywords: Agroindustry; Competitive intelligence; Enzymolysis;
Native starch; Technology development.
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INTRODUCCION

El almidén es un polisacdrido depositado en agregados
semicristalinos, birrefringentes e insolubles en agua frfa, derivado
de diferentes fuentes vegetales, como cereales y tubérculos, que
constituye la principal fuente de almacenamiento energética
(Arroyo-Dagobeth ez al. 2023; Figueroa-Flérez et al. 2023a). Este
polimero es usado ampliamente en diferentes sectores de la industria
de alimentos, como espesante, estabilizante o emulsificante.
Asimismo, el almidén en la industria no alimentaria es utilizado
para elaboracién de peliculas, encapsulantes y adhesivos (Salcedo-
Mendoza et al. 2018; Velasco et al. 2008); sin embargo, este
polisacdrido presenta limitaciones tecno-funcionales en su estado
nativo, al presentar insolubilidad en agua frfa, descomposicién
térmica, alto nivel de retrogradacién y sinéresis, limitando sus
aplicaciones (Figueroa ez /. 2019; Maniglia ez al. 2021b). De esta
manera, el almidén, en la industria panadera, puede presentar
poca capacidad de expansién durante el horneado, fenémenos
marcados de retrogradacién que afectan negativamente la dureza
del producto después del horneado o fenémenos de separacion de
fases en suspensiones durante el almacenamiento (Soto ez /. 2018).

Para inhibir o potencializar ciertas propiedades del almidén nativo
se han implementado procesos fisicos, quimicos o enzimdticos,
que permiten alterar las caracteristicas estructurales o morfoldgicas
propias de los granulos y ampliar sus lineas de aplicacién en la
industria (Ochoa-Martinez et 2l 2021). Entre esos métodos, la
hidrélisis enzimdtica busca la degradacién de cadenas de amilosa
y de amilopectina en componentes solubles, de baja viscosidad y
poca capacidad de reorganizacién molecular (Bai ez a/. 2021); no
obstante, el proceso se ve ralentizado por debajo de la temperatura
de gelatinizacién, debido al denso empaquetamiento granular
y poca porosidad superficial, caracteristico en almidones de
tubérculos, que delimitan los procesos de difusién, de adsorcién y
de activacién de la hidrélisis enzimdtica (Xie et /. 2019).

Para acelerar la cinética enzimdtica durante la modificacién
del grénulo se pueden usar pretratamientos fisicos o proyectar
el proceso de biocatdlisis, asistido por tecnologfas emergentes.
Estudios han revelaron que los pretratamientos hidrotérmicos
por calor-humedad (HMT) aumentaron el grado de hidrdlisis y
conllevé a la obtencién de grdnulos con estructuras microporosas
y con excelente capacidad hidrofilica. Dentro de dichas tecnologfas
emergentes se engloban las vibraciones ultrasénicas, microondas y
campos eléctricos (Klein ez al. 2013; Amini et al. 2015; Maniglia
et al. 2021a); no obstante, existen vacios cientificos concernientes a
establecer el efecto de la modificacién fisica empleando ultrasonido
o campos eléctricos sobre almidones de tubérculos (yuca, fiame y
batata), asf como escasa investigacion en la modificacién enzimdtica
asistida por tecnologfas emergentes (Li ez al. 2022). Por ello, es
necesario identificar tecnologifas emergentes promisorias en la
biocatilisis enzimdtica de materiales amildceos con gran proyeccion,
a nivel industrial.

Ante las demandas del sector industrial se hace necesario recurrir
a herramientas de innovacién, que permitan identificar las nuevas

tendencias tecnoldgicas en el campo de la modificacién enzimdtica
de materiales amildceos. La vigilancia cientifica-tecnoldgica
(VCT) es un proceso de busqueda, de captacién y de andlisis de
informacién, a partir de bases de datos cientificas y tecnoldgicas, la
cual, se vislumbra como una herramienta il para rastrear posibles
soluciones innovadoras, que sirvan de apoyo en las investigaciones,
entendiendo que el nimero de trabajos académicos publicados
y patentes concedidas es un indicador importante para medir
la tendencia y la dindmica de publicacién en el desarrollo de las
investigaciones (Orjuela-Garzén ez al. 2020).

En consecuencia, la presente vigilancia tiene como objetivo
determinar la dindmica de produccién cientifica y tecnoldgica,
con potencial de aplicacién en la industria de espesantes, de
estabilizantes, de texturizante y de emulsificante, derivado de los
procesos de modificacién enzimdtica de almidones de yuca y de
flame, asistidos por tecnologias emergentes.

MATERIALES Y METODOS

La captacién de informacién en el estudio de vigilancia cientifica
y tecnoldgica se estructurd en cuatro etapas: planeacién, busqueda,
andlisis e inteligencia competitiva (Andrade ez al 2017). Las
diferentes etapas del estudio de vigilancia se describen en la figura 1.

Planeacién: En esta etapa se realizé la delimitacion del tema
a investigar “Tecnologfas fisico-enzimdticas en el desarrollo de
almidones modificados” y el alcance de la vigilancia, se delimité a
la “Modificacién enzimdtica de almidones asistida por tecnologias
emergentes”. Luego, se procedié a la elaboracién de una bitdcora
de palabras claves en idioma inglés, las cuales, fueron seleccionadas,
apoyadas en los siguientes criterios: fuentes vegetales, propiedades
y caracteristicas del grdnulo, aplicaciones agroalimentarias,
tecnologfas emergentes, biocatdlisis, polipéptidos enzimdticos,
productos derivados de la hidrdlisis, entre otras. Para tal propdsito,
se usaron herramientas validadas que agrupan los tesauros, como
AGROVOC Multilingual Thesaurus y Cambridge Thesaurus,
que permitieron la obtencién y validacién de 73 palabras claves.
A partir de estos tesauros, se estructuraron 80 ecuaciones de
busqueda (Tabla 1). La matriz de bisqueda se estructuré a partir
de la articulacién de tres palabras claves o expresiones combinadas,
con tres operadores booleanos AND (Y), OR (O), AND NOT (Y
NO). Estas mismas matrices de bisqueda fueron implementadas en
la busqueda de patentes relacionadas con el tema de interés.

Busqueda: En esta etapa, con la matriz de bisqueda, se procedié ala
consulta de informacién en la plataforma digital de Scopus, debido
a que es una base de datos con una interfaz amplia de recopilacién de
informacién de articulos cientificos y Patent Inspitation y permite
recopilar informacién de desarrollos tecnoldgicos consolidados
en asignacién de patentes, implementado el método de VCT. En
sintesis, estas plataformas permiten validar y analizar resultados,
ofreciendo una visién general de la produccién cientifica y
tecnoldgica, en los diferentes campos de la Ciencia. La busqueda se
delimité al periodo comprendido entre enero de 2019 y diciembre
de 2023.



Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 27(1):e2416. Enero-Junio, 2024

Figura 1. Etapas del proceso para realizar la vigilancia cientifica y tecnoldgica.

Tabla 1. Conformacién de la matriz parcial de bisqueda a partir de las palabras claves referente a la temdtica de modificacién de almidones de

tubérculos.

Anilisis de la informacién: En esta etapa se buscd identificar
y correlacionar las ecuaciones busqueda, usando el software
VOSviewer. Esta herramienta permitié depurar la informacién
obtenida de Scopus, eliminando palabras que no tenfan una
correlacién directa con la temdtica de busqueda; ademds, se
excluyeron palabras similares, para agruparlas en términos comunes.
Luego, se complementd la seleccién de palabras, solicitando a
expertos en el drea de estudio (Ciencia, Tecnologia e Innovacién
en Carbohidratos), la elaboracién de varios clisteres: clisteres
asociados de forma directa, cltsteres indirectos y clisteres derivados
de la busqueda, generando resultados y mapas de tendencias, que
englobaban informacién de paises, de autores, de revistas y de
entidades con mayor aporte y contribucidn a la temdtica de estudio.

Inteligencia competitiva: Finalmente, se realizé una validacién
de los resultados, definiendo los procesos de modificacién, fuentes
amildceas y tipos de tecnologfas con potencial aplicacién, a
nivel industrial. Asimismo, definir las proyecciones futuras en el
desarrollo de almidones modificados de tubérculos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las divulgaciones cientificas en el periodo comprendido entre el
2019y 2023 revelan un total de 299 documentos publicados, donde
se resaltan temdticas de investigacion referidas a la modificacién
de almidones, empleando procesos hidrotérmicos y tecnologias
emergentes, como tratamientos fisicos individuales, asi como
coadyuvantes de la actividad hidrolitica, en modificaciones duales
o combinadas.

En la figura 2, se observa que la dindmica de publicacién de articulos
cientificos y las principales revistas cientificas de alto impacto
relacionadas con el alcance temdtico de interés de la VCT presenta
un constante crecimiento en el trascurrir de los tltimos cinco afios.
Entre el 2019 y 2020 se publicaron 75 documentos; en este periodo,
la temdtica de investigacién comprende la implementacién de
modificaciones duales, donde se combinan sistema de microondas
y tratamientos hidrotérmicos para la alteracién de la estructura
nativa de almidones de tubérculos (Li ez 2/ 2019). Asimismo, se
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reporta el desarrollo de investigaciones asociadas a evaluar el efecto
de la combinacién de procesos biocataliticos y ultrasonido, tanto en
la cinética enzimdtica como en las propiedades fisicoquimicas de los
materiales amildceos (Wang ez al. 2020; Xie ez al. 2019).

Siguiendo la dindmica cientifica, se encontré un total de 96
documentos publicados en el periodo bianual 2021-2022, donde
los estudios estuvieron referidos a la implementacién de campos
eléctricos y ultrasonido en la modificacién fisica de grdnulos
de almidén y su efecto sobre las propiedades fisicoquimicas, de
empastamiento y de gelatinizacién. Ademds, en la busqueda de
procesos biocataliticos simultdneos o secuenciales para la produccién
de estructuras porosas en almidones de cereales y tubérculos (Li
et al. 2022; Pang et al. 2021; Rahaman ez a/. 2021).

Para el 2023, se encontraron 72 documentos, donde se pudo
establecer una tendencia de publicaciones con énfasis en la
produccién de almidones de yuca con superficies porosas para uso

agroalimentario, empleando procesos hidrotérmicos e hidrélisis
enzimdtica simultanea (Figueroa-Flérez ez al. 2023a). De la misma
forma, se visualizan estudios en las propiedades estructurales,
fisicoquimicas y de empastamiento en mezclas de almidones de
yuca y fiame (Arroyo-Dagobeth ez a/. 2023).

Con relacién al tipo de documento cientifico usado para difundir
los resultados de investigacidn, el estudio de vigilancia refleja que
la mayoria de las publicaciones se realizan en formato de articulos
cientificos, con el 88,0 %, seguido de articulos de revisidn, 8,7
% y capitulos de libros, 1,3 % y otros formatos, con 2,0 %.
Dentro de las principales revistas cientificas de alto impacto para
la publicacién de resultados de investigacion referente a la ciencia
y tecnologia del almiddn, se encuentran International Journal of
Biological Macromolecules, Starch Staerke, Food Hydrocolloids,
Carbohydrate Polymers, y Food Science and Technology (LWT)
(Figura 2).
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Figura 2. Nimero de documentos publicados por afios y las principales revistas en la publicacién de investigaciones, referente a la modificacién

de almiddn de cereales y tubéreulos.

Por otro lado, la divulgacién cientifica por paises y las dreas de
conocimiento con mayor produccién cientifica en procesos de
modificacién de almidones por hidrélisis enzimdtica y tecnologias
fisicas emergentes, se ilustran en la figura 3. Los resultados revelan
que China es el pais con mayores documentos publicados del 2019 a
2023; su volumen es cinco veces mayor que su sucesor India, que se
encuentra desarrollando estudios sobre la modificacién de almidén,
a través de sistemas de ultrasonidos, seguido de Brasil, Estados
Unidos e Irdn. En el lugar nimero 18 se visualiza Colombia, con 4
publicaciones, en la sintesis y modificacién de almidén.

En este sentido, en Colombia, en el 2019, se estudié el efecto de
los almidones de yuca modificados por biocatdlisis enzimdtica
(Figueroa-Florez et al. 2019). En el 2023, se incursiond en la
implementacién de tratamientos hidrotérmicos (ANN) e hidrélisis
enzimdtica simultdnea de almidones nativos de yuca, obteniendo,
como resultados concluyentes, un nuevo método en la produccién
de grdnulos de tubérculos con superficie microporosa (Figueroa-
Florez et al. 2023a); ademds, se evalu6 el efecto de pre-tratamientos
fisicos, como annealing, calor-humedad y ultrasonido, en el
desarrollo de almidones microporosos de tubérculos (Figueroa-
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Flérez et al. 2023b) y, en este mismo periodo, se reporta un estudio
del efecto del proceso simultdneo de biocatdlisis enzimdtica sobre
mezclas de almidones pre-gelatinizados de yuca y fame (Arroyo-
Dagobeth ez al. 2023). Esto quiere decir que, en el pais, se estd
empezando a investigar sobre el efecto de la implementacién de
tratamientos hidrotérmicos y tecnologfas emergentes, como
coadyuvante de las actividades hidroliticas de amilasas en almidones
de tubérculos, para mejorar su funcionalidad y versatilidad en la
industria de alimentos.

Por otra parte, dentro de las 4reas del conocimiento para esta
vigilancia, se encuentran las ciencias agricolas y biolégicas,

quimica, bioquimica, genética y biologfa molecular (Figura 3).
Las ciencias agricolas y bioldgicas estdn enfocadas hacia procesos
de modificacién de materiales amildceos, evaluando efectos de
diferentes tratamientos fisicos y enzimdticos sobre las propiedades
fisicoquimicas, morfoldgicas y estructurales para el desarrollo
de materiales amildceos, con gran potencial en la industria
agroalimentaria. A su vez, en esta 4rea se destacan investigaciones
orientadas a la preservacién de la batata usando tecnologfas limpias,
en aras de prevenir el pardeamiento enzimdtico, mantener la calidad
nutricional y reducir la acumulacién de azicares reductores durante
el almacenamiento (Barua ez al. 2021; Li et al. 2021b; Pang et al.
2021).

Figura 3. Area temdtica de las investigaciones referentes a la modificacién de almidén de cereales y tubérculos.

El 4rea de quimica, las investigaciones se han orientado al
procesamiento de frutas, cereales y tubérculos para la produccién
de almidones, asi como los procesos de modificacidn, a través de
tratamientos quimicos, fisicos y enzimdticos. En esta 4rea, se resalta
un estudio sobre la mejora del rendimiento de emulsificacién
del almidén de maiz ceroso, mediante esterificacién combinada
con campo eléctrico pulsado (Chen ez @/ 2022), mientras que
Rahaman e /. (2021) han planteado la incorporacién de sistemas
de ultrasonido, como una tecnologfa ecolégica hacia el desarrollo
de materiales amildceos con nuevas funcionalidades, idéneas para la
formulacién de productos agroalimentarios.

Respecto al drea de Bioquimica, Genética y Biologfa, los resultados
revelan que es un drea multi-versdtil, donde se encuentran
investigaciones relacionadas con procesos de modificacién por
via fisica, quimica o enzimdtica, en almidones de cereales, de
leguminosas y de tubérculos. En esta 4rea, los estudios se centran en
determinar el efecto de tratamientos duales: quimicos-hidrotérmicos,
ultrasonido-hidrotérmicos y microondas-ultrasonido sobre las

propiedades fisicoquimicas, reoldgica y digestibilidad in vitro, en
diferentes tipos de almidones (Duyen et 4/ 2020; Chakraborty
et al. 2021; Zhang et al. 2021).

Del mismo modo, el estudio de vigilancia permitié identificar
los principales autores, 4reas de investigacién e instituciones
académicas (Tabla 2). En esta busqueda se destacan autores, como
Bo Cui & Li Guo, adscritos a Qilu University of Technology, cuyas
investigaciones se relacionan con temdticas que engloban procesos
de biosintesis del almidén y la modificacién del almidén por via
enzimdtica. Otros autores, como Xinan Zeng & Zhong Han,
adscritos a South China University of Technology, han centrado
sus investigaciones en la modificacién del almidén empleando
tratamientos enzimdticos individuales, duales, simultineos o
secuenciales, para la obtencién de almidones porosos (Guo ez al.
2019; 2020; Han ez al. 2020; Hong ez al. 2020). A su vez, Dandan
Li, adscrito a la Nanjing Agricultural University, ha investigado el
mecanismo de aplicacién de hidrélisis enzimdtica electroasistida,
como método novedoso en la produccién de almidones porosos de
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cereales (Li ez al. 2020a; 2021a; 2022). A nivel de Latinoamérica, el
investigador Egon Schnitzler, adscrito a la Universidad de Estadual
de Ponta Grossa, en colaboracién con otros autores, ha centrados
sus estudios cientificos en la implementacién de tratamientos calor-
humedad (HMT), en mezclas de almidones de papa y batata, as
como el uso de tecnologfas emergentes, en la modificacién de

almidén de malanga morada (Colocasia esculenta) (Henning ez al.
2019; Martins et al. 2020; Thomaz et al. 2020).

Depuracién de la informacién: Implementando el software de
VOSviewer se obtuvo informacién mds detallada, a través de mapas
de tendencias (Figura 4). La bisqueda de informacién cientifica
y tecnoldgica realizada permitié identificar las tendencias actuales
en los procesos de modificacién por via enzimdtica asistida con
tecnologfas emergentes, donde se lograron identificar cuatro lineas
temdticas, con el apoyo de expertos en las temdticas de vigilancia
cientifica y en el campo de la Ciencia y Tecnologfa del Almidén.

Tabla 2. Instituciones y autores de mayor investigacién, documentos publicados y sus dreas temdticas de investigacion, referente a la modificacién

de almidones.

Figura 4. Mapa temdtico derivado de las palabras claves asociadas a la modificacién de cereales y tubéreulos.

Claster 1 (Rojo). Los temas identificados en esta linea temdtica,
referente a la modificacién de materiales amildceos, presentan un
enfoque hacia los “tratamientos fisicos”, como el hidrotérmico
calor/humedad (HMT), tratamiento por Annealing y los campos
eléctricos. Los resultados revelan que los estudios han estado

centrados en evaluar el efecto de diversos tratamientos fisicos sobre
el grado de cristalinidad, viscosidades de empastamiento y fracciones
de digestibilidad in vitro del almidén. Asimismo, dentro de este
conglomerado, se observa un mayor nimero de investigaciones
asociadas a evaluar el impacto de los tratamientos hidrotérmicos
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(annealing y calor-humedad) y las tecnologias emergentes y c6mo
estas afectan los atributos fisicoquimicos y estructurales de los
almidones (Dudu ez 4l 2019; Chakraborty et al. 2021; Yu ez al.
2021; Wang ez al. 2022).

Adicionalmente, en el cluster se observa la produccién de almidones
con propiedades de digestién lenta o “almidén resistente”. El
almiddn resistente es una fraccién del almiddén, que es capaz de
resistir a la digestién y se mantiene integro a lo largo del tracto
gastrointestinal, el cual, se puede obtener con la accién combinada
de un proceso inicial de retrogradacién seguido de la accién
enzimdtica, preferentemente, una enzima desramificadora, como la
pululanasa (Villarroel ez al. 2018; Olayo-Contreras et al. 2022).
En esta linea de investigacién se han implementado tecnologias
fisicas en procesos de modificacién dual, mediante campo eléctrico
y ultrasonido en almidones de papa, para aumentar las propiedades
hidrofilicas y la fraccién de almidén resistente (Cao & Gao, 2020;
Chi et al. 2023). Igualmente, los tratamientos hidrotérmicos, como
el annealing, asistidos por ultrasonidos, han permitido el desarrollo
de almidones resistentes tipo 3, incrementando las propiedades
estructurales y la digestibilidad, con potencial aplicacién en
alimentos de baja respuesta glucémica (Chang et al 2021). Las
modificaciones de los materiales amildceos estdn orientadas a
métodos sostenibles, que permitan el aumento de las fracciones de
lenta digestién y almiddn resistente.

Claster II (Amarillo). La segunda linea temdtica estd orientada
hacia las “tecnologfas emergentes”, como la cavitacién ultrasdnica
y microondas. Estas tecnologfas son utilizadas como un método
novedoso para la modificacién de materiales amildceos con
cambios significativos sobre la estructura cristalina, propiedades
de empastamiento y cambios morfoldgicos (Yang et al. 2019),
implementadas, especificamente, en la modificacién almidones
de maiz, de papa, de fiame y de yuca, con el fin de promover el
desarrollo de procesos no-quimicos en la ciencia y la tecnologfa del
almidén (Hu ez al. 2019). Algunos estudios reportan el uso del
sistema de ultrasonido y microonda en las propiedades estructurales
y térmicas de los almidones de maiz y de batata (Rostamabadi e /.
2022; Yilmaz & Tugrul, 2023). De lo anterior, se realiza el andlisis
competitivo: el uso de tecnologfas emergentes ha tenido gran auge
en el estudio de las propiedades y las caracteristicas de los materiales
amildceos, siendo viables para la aplicacién de matrices alimentarias;
sin embargo, estas tecnologfas atin no han sido implementadas en la
elaboracién de productos alimentarios.

Cluster IIT (Verde). La tercera linea temdtica esta enfocada hacia

“procesos de hidrdlisis enzimdtica’, como tecnologias limpias
en la modificacién del almidén. La hidrélisis enzimdtica se ha
utilizado como una herramienta eficaz para comprender mejor la
estructura del gridnulo de almidén de diferentes fuentes vegetales
(Salcedo-Mendoza et al. 2018); a su vez, también se han usado,
para determinar el efecto de la accién enzimdtica sobre las
propiedades fisicoquimicas, morfolégicas y de empastamiento
de almidones de cereales, particularmente, en la produccién de
almidones porosos solubles en agua fria o con propiedades de lenta
digestién (Figueroa-Flérez et al. 2023a). Ademds, se ha encontrado

que los procesos biocataliticos asistidos por campos eléctricos son
eficaces en la produccién de almidones con estructuras porosas, que
proporcionan mayor capacidad de absorcién de agua, aumentan
la solubilidad y mejora la transparencia del gel (Han e al. 2020).
Otros estudios, como los de Xie ez al. (2019), se han centrado
en los efectos de la combinacién del tratamiento térmico-HMT
repetido y la hidrélisis de enzimas compuestas sobre las propiedades
estructurales y fisicoquimicas de la produccién de almidones de
trigo porosos; sin embargo, los estudios enfocados a la produccién
de almidones porosos de tubérculos, como la yuca y el fame, a
través de la implementacién de tecnologfas fisicas y enzimdticas
combinadas sobre la modificacién de almidones de tubérculos, son
escasos.

Inteligencia competitiva

Las proyecciones del estudio de vigilancia cientifica asociadas a
las tecnologfas fisico-enzimdticas en el desarrollo de almidones
modificados permitieron identificar las tendencias en el desarrollo de
procesos de funcionalizacién de materiales amildceos. En Colombia,
la Universidad de Sucre, a través del Grupo de Investigacién PADES,
ha sido el referente de las investigaciones actuales, enfocados en
evaluar el efecto de las modificaciones fisico-enzimdticas sobre
harinas y almidones nativos de tubérculos, como la yuca, el
fiame y la batata. De la misma forma, los resultados encontrados
permiten plantear diferentes prospectivas de investigacion, las
cuales, se encuentran direccionadas a las siguientes lineas temdticas:
(1) Evaluar el efecto de la hidrélisis enzimdtica electro-asistida
sobre almidones de tubérculos para producir almidones porosos;
(2) Desarrollo de materiales amildceos derivados de batata con
propiedades microencapsulantes de compuestos bioactivos; (3)
Aplicacién de procesos de funcionalizacién empleando ultrasonido
de alta frecuencia en la modificacién enzimdtica de materiales
amildceos no convencionales; (4) Produccién de harinas resistentes
o de digestién lenta, mediante el uso de procesos hidrotérmicos,
con ciclos repetidos y procesos biocataliticos de des-ramificacin;
(5) biocatdlisis enzimdtica simultdnea ininterrumpida sobre mezclas
poliméricas de materiales amildceos no convencionales.

Vigilancia tecnoldgica (Patentes)

Enlabutsquedade prototipos tecnoldgicos patentados se encontraron
doce tipos de invencidn relacionados directamente con la temdtica
de la vigilancia, donde se divulgan métodos para preparar almidén
poroso, a través de campos eléctricos en la actividad biocatalitica
de ot-amilasa. El método resalta la eficiencia en la produccién de
grdnulos porosos usando una tasa de calentamiento uniforme,
inducida por campo eléctrico, logrando alcanzar una reduccién
del 40 a 80 % de energfa requerida en el proceso, comparado con
el calentamiento inducido por bafio de agua tradicional (Li ez al.
2020b). Un segundo prototipo patentado describe el método para
preparar almidén resistente de punta de flecha por pululanasa
sinérgico del ultrasonido; el método acelera el movimiento de las
moléculas del disolvente, mediante la cavitacién y la vibracién
mecdnica de la onda ultrasénica y resuelve el problema de la baja
eficacia de la reaccién de hidrélisis enzimdtica en el proceso de
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preparacién del almidén resistente por el método enzimdtico (Ren
et al 2021).

Se concluye que, de acuerdo con el estudio de VCT, la dindmica
de publicaciones ha estado orientada a la evaluacién de tecnologias
convencionales, como la implementacién de procesos fisicos y
enzimdticos en la modificacién del almidén y su efecto sobre el
comportamiento de propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas,
estructurales y de digestibilidad in vitro. Ademds, se encontrd
que las investigaciones actuales han estado enfocadas en el uso de
tecnologifas emergentes, ya sea como pretratamiento o métodos
de estimulacién de la hidrélisis enzimdtica del almidén, con
funcionalidades microporosas o de digestién lenta.

Las tecnologias emergentes, como ultrasonido, campos eléctricos
y microondas, han sido ampliamente utilizadas para acelerar o
mejorar la velocidad de hidrélisis de los materiales amildceos,
durante el ataque enzimdtico. Adicionalmente, se encontré que los
tratamientos hidrotérmicos de annealing (ANN) o calor-humedad
(HMT) surgen como tecnologias propicias en el hinchamiento
granular de almidones de tubérculos previo a la hidrdlisis
enzimdtica asistida con tecnologifas emergentes, facilitando la
difusién de las enzimas y la formacién de estructuras microporosas
en los almidones. En este sentido, los campos eléctricos y los
pretratamientos hidrotérmicos generan gran interés industrial en
la produccién de almidones de tubérculos, debido a su bajo coste,
f4cil escalamiento y versatilidad.
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RESUMEN

La agricultura familiar es considerada como un modelo productivo
potencial, ya que desde la organizacién asociativa se contribuye
con volimenes de produccién y de abastecimiento de alimentos;
sin embargo, estas entidades enfrentan retos relacionados con una
mejor insercion en los circuitos de mercado, por lo cual, buscan
estrategias para diferenciarse. El objetivo de este estudio es identificar
los factores que determinan la agregacion de valor de los productos
agricolas comercializados por organizaciones de agricultura
familiar, en el Departamento de Narifio, Colombia. A través del
método de estudio de caso fue seleccionada una muestra de 150
organizaciones agricolas familiares y el andlisis de la informacidn,
se realiz6 mediante un modelo Probit. El 64 % de las entidades
realizan actividades de valor agregado, las variables significativas
(P< 0,05) fueron el nivel de ingresos y con signo negativo, la
pérdida de producto, la produccién promedio y los kilogramos
vendidos. Ademds, las organizaciones con mayores ingresos
tienen mds probabilidad de dar valor agregado a los productos; en
contraste, menor produccién y pérdidas del producto, ocasionan
que disminuya dicha probabilidad. Se requiere la implementacién
de politicas que favorezcan la agregacién de valor de los productos
agroalimentarios, para lograr una mejor comercializacién de los
productos, menor pérdida de alimentos y mayor ingreso.

Palabras clave: Agroindustria; Circuitos de mercado; Mercado
agricola; Produccién agricola; Valor agregado.
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Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado

ABSTRACT

Family farming is considered a potential productive model since
the associative organization contributes to production volumes and
food supply. However, these organizations face challenges related
to a better insertion in the market circuits, for which they seek
strategies to differentiate themselves. This study aims to identify
the factors that determine the added value of agricultural products
marketed by family farming organizations in the Department of
Narifio, Colombia. Through the case study method, a sample of
150 family farm organizations was selected, and the information
was analyzed using a Probit model. 64 % of the organizations carry
out value-added activities; the significant variables (P< 0.05) were
the income level and, with a negative sign, the loss of product, the
average production, and the kilograms sold. In addition, higher-
income organizations are more likely to add value to products; in
contrast, lower production and product losses cause this probability
to decrease. Implementing policies that favor adding value to agri-
food products is required to achieve better commercialization of
the products, less food loss, and higher income.

Keywords:  Agroindustry; Agricultural markeg;
production; Market circuits; Value added.
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INTRODUCCION

La agricultura familiar es la forma predominante de produccién
alimentaria y agricola en los paises desarrollados y en desarrollo,
ya que produce mds del 80 % de los alimentos del mundo (FAO
& IFAD, 2019). De acuerdo con Acevedo-Osorio & Martinez-
Collazo (2016), la agricultura familiar en Colombia es multidiversa,
puesto que se encuentra representada por campesinos, indigenas,
afrocolombianos, pescadores, agricultores urbanos y neo-rurales,
en el marco de variados sistemas de produccién agropecuaria,
generando la produccién de buena parte de los alimentos bdsicos
de los colombianos y tiene una representacién importante en la
economia nacional; sin embargo, las politicas y los programas
rurales del pafs, ain carecen de criterios de politica diferencial, que
reconozcan sus particularidades y potencien sus capacidades, desde
un enfoque territorial.

La agricultura familiar es una nocién conceptual con variadas
categorias e interpretaciones, dentro de las cuales, se destaca como
modelo productivo, con capacidad y medios para disenar diversas
formas de explotacién de sus predios, pero, también, como un
modelo con amplia flexibilidad de los factores de produccidn,
que caracteriza a la agricultura familiar, como una agricultura
de mercado, con objetivos, incluso, similares a la agricultura
empresarial (Carmagnani, 2008); no obstante, la agricultura
familiar viene enfrentando en los territorios rurales diversas
adversidades socioeconémicas, asociadas con cambios globales en el
dmbito econémico (mercados globalizados, estructuras corporativas
y consolidacién de monopolios), cambios sociales, alteraciones
ambientales y, ademds, transformaciones culturales (Rodriguez
Espinosa, 2018).

Desde el punto de vista sectorial, probablemente, uno de los mayores
desafios de la agricultura familiar consiste en su insercién en los
circuitos de mercado, lo que ha generado, en diversos territorios
rurales, procesos organizativos de la agricultura familiar, como
mecanismos de respuesta colectiva, que tiene, como fin, una mayor
relacién de poder dentro de la dindmica comercial agropecuaria,
incluso, la busqueda de acuerdos y articulacién (Caballero et al.
2010); no obstante, las organizaciones de agricultura familiar siguen
presentando dificultades para acceder a mercados favorables, por
lo cual, suelen buscar diferenciar su produccion, a través de sellos
y etiquetas, procesos de certificacién y minimas transformaciones
agroindustriales a los productos, entre otros (Rolddn Rueda ez al.
2018). Esto pone en contexto la importancia de la agregacion de
valor que pueden llevar a cabo las organizaciones de agricultura
familiar, buscando comprender mds sobre diversos factores y
determinantes asociados al asunto.

De hecho, la mayor parte de la literatura define la creacién de
valor en los agronegocios, como la agregacién de valor econémico
a un producto, al cambiar sus caracteristicas actuales de lugar,
tiempo y forma, a caracteristicas mds preferidas en el mercado
(Anderson & Hanselka, 2009; Coltrain ez 2/. 2000). Ademads, se
ha planteado que la agregacién de valor depende de varios factores,
como las caracteristicas del mercado, condiciones institucionales,

sociales y ambientales, capacidades tecnoldgicas de los productores,
incluso, preferencias de los consumidores (Fan e al. 2021). De
hecho, autores, como Kruska ez a/. (2003), plantean que el valor
agregado se ve afectado por la oportunidad de tener recursos, ast
como por la oferta laboral, las tecnologfas utilizadas, las demandas
de los consumidores, las instalaciones disponibles y los equipos
contratados.

Es asi, como las estrategias de agregacién de valor que pueden ser
desplegadas por las organizaciones de agricultura familiar, cuentan
con amplios grados de complejidad, dado que se pueden basar en
los canales y sistemas de comercializacién especificos, asentados
en los territorios rurales (Rodriguez Sperat ez al. 2015) y donde
las construcciones de tales estrategias comerciales responden a un
balance entre la realidad y la disponibilidad de recursos endégenos
y exégenos, de mercado, de redes sociales, de tecnologia y de
conocimientos propios (Paz & Infante, 2020). Es por ello, por lo
que el involucramiento de amplios componentes y variables en
torno a la agregacién de valor en el sector agropecuario demanda de
mayor investigacién empirica, con el fin de validar nuevas hipétesis
asociadas con el rol que tienen las organizaciones de agricultura
familiar.

La presente investigacién tiene como objetivo identificar los factores
que determinan la agregacién de valor de los productos agricolas
comercializados por organizaciones de agricultura familiar, en el
Departamento de Narifio, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién de la zona de estudio. El Departamento de Narifio
cuenta con una superficie total de 33.265 km”, correspondientes
al 2,9 % de la extensién territorial de Colombia, conformando
64 municipios rurales y cinco subregiones (UNAL, 2012). Esta
regién constituye un territorio con una realidad social y econémica
especial, por la multiplicidad de grupos étnicos que interactiian
y su riqueza cultural. El departamento de Narifio cuenta con un
marco de oportunidades para la dinamizacién de su economia
agropecuaria, que parte de su ubicacién geogréfica estratégica, la
cual, genera posibilidades de intercambio comercial con Ecuador,
asf como una variada oferta climdtica y de usos del suelo para la
produccién agropecuaria, con una amplia presencia del modelo de
agricultura familiar (FAO, 2019).

Recoleccién de datos y andlisis. En esta investigacién se utilizd
el estudio de caso, ya que esta metodologia permite contribuir a
la comprensién de fenémenos individuales u organizacionales en
una regién (Yin, 2009). Ademds, el estudio de caso sirve como
una estrategia de investigacién empirica en torno a un fenémeno
de investigacién especifica, en un contexto real (Jiménez Chaves,
2012).

La informacién fue obtenida a través del desarrollo de encuestas,
las cuales, fueron aplicadas directamente con los dirigentes de
organizaciones de agricultura familiar (OAF), en el departamento
de Narifio. Se obtuvo la respuesta de 150 OAF de produccién
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agricola, en diversos renglones y en 34 municipios rurales, de los 64
con que cuenta el Departamento. El cuestionario aplicado contiene
informacién sobre los productos agricolas que se venden, cantidades
correspondientes, destino y canal de comercializacién y procesos de
valor agregado que le dan a sus productos, antes de la venta.

Para el andlisis de la informacién se tomaron en cuenta diez variables
(Tabla 1). La seleccién de las variables estd basada en estudios
previos que sefialan que el mercado (X7 Xs, Xo, Xi0) es un factor
determinante para dar valor agregado (Fan er a/. 2021); demanda
Xz, X5, X4, X5,) de los productos que se generan (Kruska ez 4l.
2003), asi como los ingresos (Xi) y tamano de la tierra (Xs) (Wangu
et al. 2020). Es importante mencionar que el cuestionario aplicado
se enfocd a la parte de vinculacién comercial y no se obtuvieron
datos sobre el contexto y los aspectos sociales de los integrantes.

Modelo econométrico y andlisis de la informacién. El andlisis de
la informacién se realizé mediante un modelo Probit, de eleccién
discreta, en donde la variable endégena presenta dos alternativas 0 y
1 (Aldrich & Nelson, 1984). De esta forma, la variable dependiente
(Y) estd relacionada con la adicién de valor agregado y para los
términos del andlisis, se asumieron dos valores: 1, si la OAF se
dedica a la adicién de valor y 0, en el caso contrario. El modelo
econométrico propuesto sigue las etapas desarrolladas por Cuevas-
Reyes ez al. (2020) y los sustentos tedricos propuestos por Aldrich &
Nelson (1984) y Greene (2012), en las cuales, sefiala que el modelo
probit utiliza una funcién de distribucién acumulativa normal;

el modelo probabilistico se estima por el método de mdxima
verosimilitud y, posteriormente, se obtiene el cambio marginal.
El cambio marginal de la funcién de densidad de la distribucién
normal estdndar se evalda en un punto definido y el pardmetro a
evaluar (Greene, 2012), como se expresa en la ecuacién 1.

o° _ 9p(XiB) _

X

X~ (XiB)By

ecuacion 1

El modelo empirico que representa la variable dependiente Y
(agregacién de valor) y las variables independientes (X), que
influyen en la decisidén de agregacién de valor, se presentan en la
ecuacion 2:

Y =B+ PiXy + BoXoi + o+ BrXii + ecuacién 2
Dénde, Y = variable binaria de agregacién de valor; Bi= coeficientes
a ser estimados; Xk = variables explicativas del modelo (Tabla 1) y
ui = error estocdstico. Ademds, se utilizd la prueba de Wald para
evaluar la significancia individual de los pardmetros y para la
evaluacién de la bondad global de los ajustes del modelo, se utilizé
el R® de McFadden y el estadistico LR o razén de verosimilitud.
Los resultados se obtuvieron con el paquete Data Analysis and
Statistical Software (Stata) versién 12.

Tabla 1. Variables de andlisis para el valor agregado de las organizaciones de agricultura familiar OAF de Narifio, Colombia.

Variable Tipo Descripcién
Xi=Ingresos Continua Ingresos anules de la organizacién (pesos colombianos por afio)
. . . Kilogramos de producto vendidos segin frecuencia de venta
Xo=Kilogramos vendidos Continua 8! b &
(continua en kg)
X3=Cosechas Continua Nuamero de cosechas que tienen al afio
X4=Produccién promedio Continua Produccién promedio en kilogramos por cosecha
Xs=Kilogramos de producto perdido Continua Kilogramos de pérdida puede tener el asociado en promedio
Xs=Tamano de la OAF Continua Superficie sembrada (promedio de hectdreas afio)
1= agroindustria, 2= comerciante, 3= consumidor final, 4=
X7=A quien vende Nominal mercado institucional, 5= intermediario, 6= mercado campesino,
7= detallista plaza de mercado, 8= dos o mds actores
. . 1= 2 veces por semana, 2= 3 veces por semana, 3= semanal, 4=
Xs=Frecuencia de venta Nominal . P ’ P ’ ?
quincenal, 5= mensual, 6= en cosecha, 7=otros
Xo=Forma de pago Nominal 1=contado, 2=crédito
1=municipio, 2=otro departamento, 3= otro pafs, 4=varios
Xi=Donde vende Nominal municipios y Departamentos de Colombia, 5=varios municipios y
al extranjero
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RESULTADOS Y DISCUSION

Valor agregado en las OAF. La agregacién de valor en las
organizaciones de agricultura familiar abordadas en la regién de
estudio es porcentualmente mayor. Donde, 96 de las OAE, realizan
algtin proceso de agregacién de valor (64 % de la muestra), mientras
que 54 (36 % de la muestra), no incurren en ninguno de estos
procesos. En esta regién, el valor agregado de la produccién agricola
que realizan las OAF se clasifica en cuatro tipos: rallado o picado

(3,12 %), reempaque (9,37 %), lavado (12,50 %) y seleccién o
clasificacién (88,54 %). Algunas de las organizaciones familiares
pueden hacer mds de un proceso de agregacién de valor, pero, en
general, la seleccién o clasificacion es la actividad que realizan de
forma comun; sin embargo, como se mencioné en lineas anteriores,
en la agregacién de valor de la agricultura familiar pueden mediar
diversas variables relacionadas con el mercado, la demanda, los
ingresos y el tamano de la tierra (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticas descriptiva de las variables explicativas de las organizaciones de agricultura familiar OAF de Narino, Colombia.

Variable Media Minimo Miéximo Desviacién estindar
Xi=Ingresos 57.400.000 40.000 200.700.000 245.000.000
Xz=Kilogramos vendidos 246.496,80 30 27.000.000 2.221.430
X3=Cosechas 11,46 0 144 22,25
Xs4=Produccién promedio 115.965,60 40 2.400.000 297.043,80
Xs=Kilogramos de producto perdido 304,51 0 3000 624,78
Xe=Tamafo de la OAF 99,53 0,1 5000 577,03
X7=A quien vende 4,71 1 2,38 8
Xs=Frecuencia de venta 4,28 1 1,89 7
Xo=Forma de pago 1,32 1 10,47 2
Xio=Donde vende 2,61 1 1,55 5

En los resultados se consideraron variables concernientes con el
volumen de produccién, su promedio y el nimero de cosechas
por afio. Estas variables se podrian asociar con cierta capacidad
técnica-productiva de las OAF, las cuales, han sido discutidas por
autores, como Rodriguez Sperat ez al. (2015) y Rodriguez Sperat
et al. (2017), como la capacidad de gestién de la organizacién y
de sus explotaciones, a nivel de finca, para generar un mercado
para su colocacién, desde una dimensién de la oferta y la demanda
agroalimentaria, en un entorno territorial.

Ademds, el ingreso percibido por las OAF es considerada como una
variable clave, dado que la disponibilidad de recursos econémicos
permite introducir diversas innovaciones en el producto final, lo
que también concuerda con planteamientos de algunos autores,
como Vieira & Ribeiro, (2013), segiin los cuales, cuando la
organizacién obtiene una cantidad menor de ingreso bruto, genera
menor valor agregado; no obstante, desde otra perspectiva, se ha
evidenciado que la implementacién de tecnologfas modernas y
de gestién poscosecha, contribuye a la generacién de ingresos
percibidos, elevando la viabilidad econémica de sistemas de
produccién agricolas, procurando, incluso, por transformaciones
que incorporen técnicas de procesamiento, como el empacado y el
envasado (Vikram ez al. 2023).

Se evidencid, que el principal agente de comercializacién en la regién
estudiada es la agroindustria, con una frecuencia de venta de hasta
dos veces semanales, en el propio municipio de influencia de la OAE
Los resultados obtenidos se relacionan con discusiones planteadas
en torno a la importancia del canal de comercializacién, pues las
OAF pueden lograr potenciar su valor agregado, interpretando
mejor las demandas del mercado, asi como las preferencias de los
consumidores, dado que los volimenes ofertados y los canales de
comercializacién tienen sus propias especificidades (de Fitima
Carvalho & de Fitima Grossi, 2019; Camara et a/. 2020). De
hecho, la relacién entre canal de comercializacién y el valor agregado
implica, para las OAF, una incersién mds efectiva en mercados
especializados, lo que les demanda la implementacion de estrategias
de competitividad y de mejoramiento de estdndares de calidad
(Fonseca-Carrefio et al. 2020). Aunque las OAE generalmente,
pueden interactuar con diversos agentes de la comercializacién, la
agroindustria se constituye como el principal canal de venta, donde
se ha discutido que ambos actores pueden y deben coexistir, dado
que pueden generar diversas complementariedades (Craviotti &
Soleno Wilches, 2015; Craviotti, 2017).
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Factores determinantes del valor agregado en las OAF. A
continuacién, se describen los resultados obtenidos del modelo
probit estimado (Tabla 3). El valor de Ji cuadrada se utilizé para
el contraste de la significancia global del modelo; la hipétesis nula
senala que todos los coeficientes de la ecuacién, excepto la constante,
son nulos. El nimero de casos correctamente clasificados fue de
71,81 %, el estadistico LR Ji2(10) fue de 39,01 y la probabilidad
asociada fue menor a 0,05, por lo que se rechaza la hipdtesis nula y
se concluye que el modelo global es significativo.

El estadistico z muestra que tres variables fueron significativas y
contribuyen a determinar la agregacién de valor de los productos
que comercializan las OAF. Estas variables fueron: ingresos
(p<0,10) y produccién promedio y kilogramos de producto perdido
(p<0,05). De esta forma, las variables mencionadas influyen en la
probabilidad de adopcién de pricticas o esquemas para dar valor
agregado a los productos de las OAF agricolas, en el Departamento
de Narifio.

Tabla 3. Variables influyentes en la probabilidad de generar valor en organizaciones de agricultura familiar OAF de Narino, Colombia.

Variable Coeficiente z P>z dy/dx
Xi=Ingresos 1,66e-08 1,96 0,050 6,60e-09
Xa=Kilogramos vendidos -6,07e-06 -1,60 0,110 -2,42e-06
X3=Cosechas -0,00367 -0,69 0,489 -0,0014652
X4=Produccién promedio -2,65e-06 -2,62 0,009 -1,05e-06
Xs=Kilogramos de producto perdido -0,0005279 -2,52 0,012 -0,0002102
Xe=Tamaio de la OAF 0,004138 1,33 0,182 0,0016475
X7=A quien vende 0,0220468 0,42 0,674 0,0087779
Xs=Frecuencia de venta -0,0674446 -0,90 0,370 -0,026853
Xo=Forma de pago 0,0337907 0,1 0,617 0,0134537
Xio=Donde vende -0,0445452 -0,50 0,572 -0,0177356
Constante 1,66e-08 1,19 0,235

dy/dx es el efecto marginal de la variable x sobre la variable dependiente y; Nivel de significancia dy/dx: P<0,05*. LR Ji2(10) = 39,01; Prob
>Ji2=0,0001; Pseudo R2=0,2011, Correctamente clasificados= 71,81 %.

De acuerdo con los resultados, la variable “ingresos”, resultd
significativa al 90 % (p<0,10) y positiva, por lo que un mayor
nivel de ingresos obtenidos por la venta de productos incrementa la
probabilidad de dar valor agregado a los productos que comercializa
una OAF; este resultado concuerda con Kyomugisha et al. (2018),
quienes encontraron que agregar valor a la produccién de papa en
la granja les genera més ingresos a los agricultores. En contraste,
las variables: “produccién promedio” y “kilogramos de producto
perdido”, también fueron significativas (p<0,05), pero en este caso,
presentan coeficientes negativos en el modelo, lo que implica que
una menor produccién promedio y menor cantidad de kilogramos
de producto perdido incrementa la probabilidad de que las OAF
den valor agregado a sus productos.

De esta forma, los mayores ingresos obtenidos en una OAF son
determinantes para que los miembros de dicha organizacién decidan
realizar mayores acciones para dar valor agregado a los productos

agroalimentarios que comercializan. Por lo tanto, los resultados
obtenidos contribuyen con la identificacién de los factores que
influyen en la probabilidad de que los productores decidan agregar
valor a su produccién. Ademds, se diferencian de otros hallazgos
propuestos, donde se ha determinado la influencia de otras
variables, como el tamafo de la finca, el acceso a la informacién y
la capacitacion, en la agregacion de valor en la agricultura familiar
(Melembe e al. 2021). Adcionalmente, el enfoque del presente
trabajo sobre la agricultura familiar y produccién de alimentos,
principalmente de hortalizas, genera una diferenciacién con algunos
de los estudios abordados, los cuales, se centran en la agregacién de
valor en productos commodity asociados a cadenas de valor y su
acceso a los mercados nacionales y globales (Melembe ez a/. 2020).

Acorde con los resultados del estudio, variables como la produccién
y las ventas contribuyen a la generacién de valor agregado en
las OAF de Narifo, lo que coincide con Adeyonu et al. (2016),
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quienes establecen que la cantidad de produccién aumentd
significativamente la decisién de los agricultores de agregar valor.
Por su parte, el ingreso de la OAF es una variable que influye
positivamente en la agregacién de valor, pues se presume que
los productores y la misma organizacién pueden desarrollar
infraestructura y adecuaciones, que permita generar estos procesos;
sin embargo, la mayoria de los estudios abordan el ingreso como un
efecto del valor agregado (Lawal ez al. 2011; Sebatta ez al. 2015),
también, desde los costos que reducen la rentabilidad (Tamru &
Minten, 2023), pero esta variable, generalmente, no se ha abordado
como una variable influyente del valor agregado, lo cual, también se
encontré en el presente estudio.

Asimismo, la variable relacionada con el tamafio de las OAE
contrasta con resultados obtenidos por Melembe ez al. (2021) y
estdn en concordancia con Eze et al. (2022), quienes encontraron
que los coeficientes (p<0,01) y negativos del tamafo del hogar
implican que el tamafio grande del hogar disminuye la probabilidad
de agregar valor al anacardo o nuez de la india (Anacardium
occidentale), en Nigeria.

La variable “Kilogramos de producto perdido”, también presentd
influencia negativa en la generacién de valor agregado (p<0,05).
La pérdida de producto de los cultivos agricolas, debido a su
perecibilidad y otros factores, como el clima o el manejo, ocasionan
pérdidas econdmicas a los pequefios productores agricolas. En
principio, la perecibilidad de la produccién agricola presenta
problemas en el manejo de cosechas, su transporte y los periodos
que van entre la recoleccidn de bienes y el consumo final (Reyes,
2011). En las organizaciones familiares estudiadas se identificé que
un factor que impacta en la perdida de productos agroalimentarios
se encuentra asociado con el transporte de los productos, ya que
cerca de una cuarta parte de las OAF (24,90 %), lo senalaron como
un factor importante de pérdidas de los productos.

Se puede sefalar que el asunto de pérdidas y desperdicio de
alimentos es uno de los temas que viene tomando mayor auge entre
organizaciones internacionales, académicos y tomadores de decisién
en el sector agropecuario; sin embargo, también es una temdtica
con amplias brechas en la investigacion. Es esperado pensar que
las pérdidas de productos agricolas desincentiven la agregacién de
valor y, aunque pareciera un asunto elemental, lo cierto es que esta
variable se puede profundizar en préximos estudios, siempre que se
logre comprender las condiciones socio-econdmicas de las regiones
(Garcia-Lara & Bergvinson, 2007).

Se considera que futuras investigaciones se pueden centrar en
variables que implican contextos y dindmicas propias territoriales,
donde se conforman percepciones del riesgo, de confiabilidad, de
relacionamientos formales con los mercados y el tema de costos
de produccién, que implica la realizacién de diversas acciones o
estrategias, para dar valor agregado a los productos del sector
primario.

El presente estudio contribuye con un andlisis de variables que
influyen en la agregacién de valor en la produccién agricola, pero,
especificamente, sobre organizaciones de agricultura familiar

(OAF), lo cual, aporta a disminuir la brecha de conocimiento que
se presenta en la literaura latinoamericana, con relacién al tema.

Con base en los resultados obtenidos se considera que las OAF del
Departamentto de Narifio son un modelo de produccién relevante,
por sus formas de relacién con diferentes actores del mercado.

Los resultados obtenidos aplican a las OAF del Departamento de
Narifio; sin embargo, pueden contribuir a la generacién de politicas
diferenciadas para esta y otras regiones o territorios similares, para
mejorar las condiciones de los pequenios productores de agricultura
familiar. Para ello, es pertinente que se propongan y ejecuten
estrategias de desarrollo de capacidades, financiamiento, asistencia
técnica, entre otros, para mejorar la productividad agricola y
la agregacién de valor, contribuyendo a una comercializacién
mids eficiente y sostenible, frente a la disminucién de pérdida de
alimentos en el sector primario.
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RESUMEN

El hormiguero palmero Myrmecophaga tridactyla es una especie
que se encuentra amenazada en la Orinoquia, por la fragmentacién
del paisaje, el atropellamiento en las vias, los monocultivos de
arroz, la palma africana y la actividad de extracciéon de petrdleo.
El atropellamiento de animales en las redes viales disminuye la tasa
de supervivencia anual de los hormigueros, reduciendo la tasa de
crecimiento de la especie a valores nulos, como se observa en algunas
4reas. Por otro lado, los animales enfermos o atropellados requieren
diagndstico o tratamiento para recuperar su salud, por lo tanto, el
propésito del trabajo fue conocer la hematologfa y la bioquimica
sérica en animales silvestres, aparentemente sanos, rescatados por
Cormacarena. Previa restriccién y sedacién con Zoletil 50, a la dosis
de 4 mg/k de peso vivo, se practicé examen clinico y se recolectd
de 5-10 mL de sangre por venopuncidn, a 21 animales. Posterior
a su recuperacién se liberaron los individuos. Se presentan los
valores hematolégicos de referencia para eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito, plaquetas, leucocitos, neutréfilos, linfocitos, proteinas
totales, ALT, AST, BUN, creatinina, calcio, fésforo, potasio, sodio,
los cuales, son de importancia en la valoracién médico-veterinaria,
en los programas de conservacion de la especie. Se resalta que los
valores en osos palmeros de la regién son similares a los descritos en
otros trabajos en América.
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ABSTRACT

The giant anteater, Myrmecophaga tridactyla is a species threatened
in the Orinoquia region by the fragmentation of the landscape,
the running over of the roads, the monocultures of rice, african
palm, and the activity of oil extraction. Running over animals on
road networks decreases the annual survival rate of giant anteaters
from 0.95 to levels of 0.78 reducing the growth rate of the species
to null values. On the other hand, sick or run-over animals require
diagnosis or treatment to recover their health; in this sense, the
work aimed to know the hematology and serum biochemistry in
apparently healthy wild animals rescued by Cormacarena. After
restriction and sedation with Zoletil ® 50, at a dose of 4 mg/kg of
live weight, a clinical examination was performed, and 5-10ml of
blood was collected by venipuncture from 21 animals; after recovery,
the individuals were released. This work presents the references
hematological values of erythrocytes, hemoglobin, hematocrit,
platelets, leukocytes, neutrophils, lymphocytes total protein, ALT,
AST, BUN, creatinine, calcium, phosphorus, potassium, sodium,
which are essential for the veterinary medical assessment for the
conservation programs of the species. It is highlighted that the
results for palm tree bears in the region are like those described in
other works in America.

Keywords: Anteater; Environmental monitoring; Hematological
parameters; Myrmecophagidae; Wild animals.
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INTRODUCCION

El hormiguero palmero Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758,
conocido también como 0so hormiguero, oso palmero en Colombia,
pertenece al superorden Xenarthra, suborden Vermilingua, familia
Myrmecophagidae (Humanez Lépez & Chacén Pacheco, 2013).
M. tridactyla es un mamifero caracterizado por un cuerpo cubierto
de un denso pelaje, la forma de su cola es de penacho, igual o més
larga que la longitud cabeza-cuerpo (Rojano Bolafio et al. 2014).
Animal de gran tamano, la amplitud del largo cabeza cuerpo se
encuentra entre 100-190 cm de longitud, con un largo de cola
entre 64-90 cm (De Faria e 4l 2015). Un peso promedio de
animales adultos de 40-45 kg; los miembros anteriores son fuertes
y musculosos (Rojano Bolano et al. 2014). La cabeza es elongada,
con un desarrollo mds grande en la parte facial que la parte craneal.
La cavidad craneal es pequena, formada principalmente por los
huesos parietales. La cavidad bucal es relativamente larga, estrecha,
ocupada por una lengua larga, delgada, recubierta de saliva; no
tiene dientes (Farha ez 2/ 2021).

M. tridactyla es un animal insectivoro especializado, consume
hormigas (Hymenoptera: Formicidae) y termitas (Blattodea:
Termitidae), en vida silvestre (Cunha et 2/ 2015); su sistema
digestivo es similar a la del perro doméstico (Canis familiaris) y
gato doméstico (Felis catus), en términos de digestibilidad de
nutrientes (Gull ez al. 2015). Se registra la presencia en su dieta de
27 especies de hormigas, agrupadas en 14 géneros, 10 tribus y cinco
subfamilias y dos especies de termitas. Los géneros de hormigas que
se encuentran con mayor proporcién son Camponotus, Solenopsis y
Ectatomma (Sandoval-Gémez et al. 2012).

De acuerdo con Miranda et a/. (2014), su estado de conservacién,
a nivel internacional y en Colombia, es vulnerable. Se reporta su
presencia en Centro América y en Sur América, en el sur del Gran
Chaco-Bolivia, Paraguay y Argentina. Se registra como extinto en
Belice, Guatemala, Uruguay y en algunas dreas de Costa Rica y
Honduras. En Brasil estd sefialado como regionalmente extinto en
los estados de Rio de Janeiro, Espiritu Santo y Rio Grande Do Soul
y Santa Catarina, mientras que en el estado de Parand, se encuentra
en estado critico (Miranda e al. 2014; Alberici et 2l 2020). Los
estudios de distribucién de la especie en Colombia lo reportan en
las cinco regiones del pais (Chacén Pacheco ez al. 2017).

La conservacién de la biodiversidad es fundamental para el
mantenimiento de los servicios ecosistémicos; sin embargo, las
presiones antropogénicas vienen amenazando las poblaciones de
vida silvestre. Dentro de la amenaza critica para M. tridactyla se
encuentra la degradacion, la fragmentacién y la destruccién de su
hédbitat (Diniz & Brito, 2015; Alberici et al. 2020), ocasionado
por las quemas constantes de praderas, como actividad previa de
procesos agricolas, como parte de la ampliacién de la frontera de
produccién (Verdade ez al. 2015; Bertassoni et al. 2019; Noonan
et al. 2021); la caza furtiva y la persecucién de la especie es
considerada una amenaza media (Humanez Lépez & Chacén-
Pacheco, 2013); el enfrentamiento con caninos (Canis familiaris) y
el atropellamiento en vias, causado por la ruptura de los corredores
ecoldégicos (Humanez-Lépez et al. 2014; Diniz & Brito, 2015;

Rojano Bolano & Avila Avilén, 2021). El atropellamiento de
animales en las redes viales disminuye la tasa de supervivencia anual
de los hormigueros, de 0,95 (0,86-1,00), a niveles de 0,78 (0,62-
0.97) (Ascensio & Desbiez, 2022).

La homeostasis, principio fundamental de la fisiologfa integrativa
(De Luca Jr., 2022), es el mecanismo, mediante el cual, se regula
la presion arterial, la presién de Oz, la presién de COz, el pH de la
sangre, los niveles de glucosa, la temperatura corporal y el tamafio
de las células en los animales (Zatulovskiy & Skotheim, 2020). En
este sentido, la sangre y sus componentes contribuyen al proceso
de homeostasis del individuo (Alves ez a/. 2023). En consecuencia,
la determinacién de la bioquimica sanguinea permite evaluar el
estado de salud de un animal, como, por ¢jemplo, en los casos de
individuos con quemaduras en el cuerpo (Souza et al. 2022).

La salud se puede interpretar como la ausencia de la enfermedad;
otros autores, como Lépez-Otin & Kroemer (2021), la definen
como un compendio de caracteristicas organizacionales y
dindmicas que mantienen la fisiologfa normal en un individuo. La
salud de los animales en la naturaleza debe ser observada como un
sistema, compuesto por elementos y sus relaciones, que permiten la
supervivencia de las especies, las poblaciones, las comunidades y los
ecosistemas. En este sentido, las especies del superorden Xenarthra,
incluyendo M. tridactyla, poseen una temperatura corporal y una
tasa metabélica basal mds baja que otras especies de mamiferos, con
similar masa corporal (Jean Desbiez & Medri, 2010).

La valoracién médico-veterinaria permite conocer la salud de los
animales, para lo cual, se determinan pardmetros, como el peso, la
temperatura corporal, la frecuencia cardiaca, respiratoria y el tiempo
de llenado capilar. Lo anterior, complementado con la hematologia,
permite establecer la presencia de una infeccién o inflamacién, dado
los niveles de neutréfilos y monocitos y el recuento de linfocitos,
como indicador de respuesta inmunolégica. Niveles de eritrocitos,
hemoglobina, hematocrito e indices hematimétricos para evaluar el
estado de anemia.

Los estudios en hematologia en M. tridactyla incluyen los trabajos
realizados en el bioma del cerrado de Brasil y en los zoolégicos
de Argentina, los cuales, reportan los valores para glébulos rojos,
blancos y plaquetas (Alves ez al. 2023, De Oliveira et al. 2017, Di
Nucci et al. 2014, Sanches ez al. 2013). Igualmente, en Colombia se
reportan valores de hematologifa en animales de vida libre (Rojano-
Bolafio et al. 2014). Los trabajos de Satake & Fagliari (2006) y De
Oliveira e al. (2018) reportan algunos analitos.

Dentro de las prioridades de investigacién del siper Orden
Xenarthra, propuestas en el II Simposio Colombiano de armadillos,
perezosos y hormigueros, se destac6 el escaso conocimiento sobre
la ecologfa, reproduccién, fisiologfa y la conservacién de estas
especies en Colombia (Humanez-Lépez ez al. 2014). Teniendo
en cuenta estas consideraciones, el presente trabajo tuvo como
objetivo conocer aspectos importantes de la homeostasis sanguinea
del M. tridactyla, como es la hematologia y la bioquimica sérica,
descritos escasamente en la literatura cientifica, fundamentales para
establecer los planes de sanidad y la conservacién de esta especie.
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MATERIALES Y METODOS

Area estudio. El Departamento del Meta se encuentra localizado en
el centro - oriente del territorio colombiano, entre los 4055’ y 1035’
de latitud Norte y los 74054’ y 7103’ de longitud Oeste, formando
parte de la regién natural de la Orinoquia y parte de la regién de
la Amazonia colombiana; en general, el departamento del Meta
es privilegiado por la biodiversidad. El departamento cuenta con
85.000 km” de extensién, abundante en recurso hidrico y hdbitat
de una gran cantidad de flora y fauna, propias de la biodiversidad
de la Orinoquia Colombiana. El departamento aporta al Sistema
Nacional de Areas Protegidas (SINAP) un total de 20 dreas para la
conservacién, que cubren aproximadamente 4.460.000 hectdreas,
que corresponden al 52 % del territorio, ubicadas en 15 municipios
(Asamblea Departamental del Meta, 2020).

Tamafio y toma de muestras de los especimenes. Los especimenes
incluidos en el estudio fueron evaluados y rescatados en el periodo
2016 - 2017 en el departamento del Meta, por la autoridad
ambiental de la region, la Corporacién para el desarrollo sostenible
del 4rea manejo especial la Macarena, Cormacarena.

Un total de 21 individuos, ocho hembras y trece machos de los
animales rescatados cumplieron los requisitos de inclusién para
el estudio: animales vivos, machos o hembras, en aparente buen
estado de salud, valorados y liberados nuevamente en su hdbitat
natural, en la regién de estudio (Ferndndez-Manrique ez a/. 2021).

Una vez identificado el animal reportado a Cormacarena para
rescatar, se procedié a la captura, se empled nasa red de maya
en fibra gruesa de 14 mm, para la restriccion fisica del animal;
posteriormente, se transportd a las instalaciones de la Universidad
de los Llanos. Se determind el peso y teniendo en cuenta la curva de
crecimiento y de desarrollo, descrita para M. tridactyla (Valle Jerez
& Halloy, 2003), se clasificaron como neonatos, los individuos con
peso entre 1.200 y 2.000 g; como juveniles, aquellos con peso entre

4.000 y 6.500 gy adultos, los de mds de 6.500 g.

Para la toma de la muestra de sangre se calculd el volumen para
aplicacién del medicamento de sedacién, Zoletil® (tiletamina-
zolazepam), a una dosis de 4 mg/k de peso vivo. Se aplicé el sedante
via intramuscular, se mantuvo bajo control médico-veterinario. Se
extrajo de 5 a 10 mL de sangre, por venopuncién en la vena cefélica,
vena femoral o vena safena externa. Las muestras de sangre se
colectaron en tubo con anticoagulante etilen diamino tetraacetato
de calcio (EDTA) al 10 % y un tubo sin anticoagulante. Finalmente,
se valoré y monitored el individuo hasta su liberacién. La toma de
muestras se registré en la base de datos del sistema de informacién
sobre biodiversidad de Colombia-SIB (Ferndndez-Manrique et al.
2021).

Examen clinico y andlisis de laboratorio. A cada animal se le
practicé examen y registro de datos en historia clinica, teniendo
en cuenta la frecuencia cardiaca, respiratoria y la temperatura
corporal. Se realizé un examen exploratorio de cardcter general y
por sistemas, con el propésito de verificar el estado de salud; se
tomé la temperatura rectal, se determiné el sexo por observacién

directa. Se explord la presencia de sintomas o lesiones compatibles
con alguna patologfa especifica.

En el laboratorio se identificd y se registrd la muestra. Se determiné
el hematocrito mediante el método de micro hematocrito. El
hemograma se realiz6 determinando los pardmetros de recuento
de glébulos rojos, blancos y plaquetas de forma manual, en
cdmara de Neubauer. El recuento diferencial de leucocitos se llevé
a cabo en frotis sanguineo y coloracién con Wright, incluyendo
neutrdfilos, neutréfilos en banda, linfocitos, eosinéfilos, monocitos
y baséfilos. Se determinaron los indices de volumen corpuscular
medio (V.C.M), la hemoglobina corpuscular media (H.C.M), la
concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM) y el
volumen plaquetario medio (VPM). El frotis sanguineo coloreado
con Wright se revisé en microscopio con luz clara, con aumento
100X, observando la presencia de hemopardsitos; se siguieron
los protocolos descritos por Diaz Gonzdlez & Ceroni da Silva
(2008). Los sueros se analizaron con un auto analizador clinico,
marca Mindray, en base himeda, por espectrofotometria y kits
comerciales Spinreact, para identificacidn de las siguientes enzimas,
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST),
nitrégeno ureico sérico (BUN), fosfatasa alcalina, amilasa, gamma
glutamil transferasa (GGT) y creatinina quinasa (CK-Tortal).
Igualmente, mediante técnicas colorimétricas, se analizé creatinina,
proteina total, albumina, globulina, bilirrubina total, bilirrubina
directa, bilirrubina indirecta, glucosa, colesterol, triglicéridos,
calcio y fésforo.

Aspectos éticos. Se tuvo en cuenta los principios éticos para el
manejo de los animales establecidos en el Estatuto Nacional de
proteccién para los animales, Ley 84 de 1989 (Congreso de la
Reptblica de Colombia, 1989), las normas éticas para investigacién
sin riesgos en comunidades, descritas en la resolucién No. 008430
de 1993 del Ministerio de Salud y se obtuvo el aval del Comité de
Etica de Investigacién de Unillanos, en el acta 04/2016. Igualmente,
la Unillanos cuenta con el permiso Marco de recoleccién de especies
silvestres de la diversidad bioldgica, con fines de investigacién
cientifica no comercial, mediante la Resolucién 1313 de 2015 de

la ANLA.

Andlisis de datos. Con los resultados obtenidos de los andlisis de
laboratorio, se construy6 la matriz de datos en ExcelO y se realizé un
andlisis de estadistica descriptiva. En el programa Spss statistic 21,
se comparé las medias de los valores de hematologia y bioquimica
sérica entre machos y hembras, con la prueba t de student, con un
nivel de significancia del 5% (a=0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La poblacién muestreada estuvo compuesta por 21 individuos, 61
% machos y 39 % hembras; el 61 % de la poblacién eran adultos, el
24 % neonatos y 15 % juveniles. Una vez revisados los animales no
presentaron sintomas, ni signos de enfermedad alguna, por lo que
se consideraron en aparente buen estado de salud. Los resultados del
hemograma realizado a los individuos de M. tridactyla se observan
en la tabla 1 y los resultados de la bioquimica sérica, se presentan
en la tabla 2.
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Tabla 1. Valores de hematologia para Myrmecophaga tridactyla, Meta Colombia.

n Minimo Miéximo | Media | Desviacién
Eritrocitos 10° pL. 14 2,10 4,45 2,98 0,61
Hemoglobina mg/dl 14 8,70 17,60 12,65 2,66
Hematocrito % 14 27,30 54,00 38,86 8,35
V.C.M Fl 14 96,90 165,00 137,25 21,43
H.CM Pg. 14 27,60 55,00 41,90 8,23
Plaquetas 103/pL 15 85,00 393,00 192,48 78,27
VPM Fl 12 7,90 12,70 11,33 1,39
Leucocitos 10°/uL 14 5,70 24,60 10,52 4,85
Neutréfiloss % 16 24,00 95,00 66,06 21,39
Neutréfiloss band % 16 0,00 6,00 0,56 1,63
Linfocitos % 16 3,00 60,00 23,93 15,54
Eosinofilos % 16 0,00 39,00 8,25 9,84
Monocitos % 16 0,00 6,00 1,12 1,85
Baséfilos % 16 0,00 1,00 0,06 0,25
Neutréfiloss 16 0,00 18,45 6,87 4,90
Neutr Ban 16 0,00 1,48 0,11 0,37
Linfocitos 14 0,50 6,10 2,07 1,41
Eosinofilos 13 0,00 1,20 0,52 0,42
Monocitos 14 0,00 1,23 0,16 0,32
Baséfilos 14 0,00 0,10 0,00 0,02

Tabla 2. Valores de bioquimica sanguinea en Myrmecophaga tridactyla, Meta-Colombia.

Analito n | Media | Mdximo Minimo Desviacién
Proteinas Totales mg/dl 19 | 4,30 9,00 6,30 1,049
ALT U/L 18 | 34,90 | 163,00 71,06 33,44
AST U/L 17 | 18,10 | 143,60 62,17 37,91
Nitrégeno ureico mg/dl 18 6,90 | 37,50 19,47 8,03
Creatinina mg/dl 18 | 0,55 2,17 1,16 0,51
Fosfatasa alcalina U/L 12| 13,90 | 745,60 154,12 204,13
LGJ:;ET& glutamil trasferasa 71 300 | 203,00 45.25 70.53
Amilasa U/L 6 | 399,80 | 878,00 573,43 181,85
Albumina g/dl 15] 2,13 3,84 2,86 0,52
Globulina g/dL 15| 1,20 5,30 3,08 1,21
Colesterol mg/dl 3 | 54,90 | 70,00 62,80 7,57
Triglicéridos mg/dL 3 | 26,10 | 106,60 71,80 41,34
Glucosa mg/d/L 7 | 23,00 | 166,00 70,48 45,60
Calcio mg/dL 15| 6,10 10,10 8,20 1,02
Fosforo mg/dL 13 | 3,20 16,10 6,11 3,44
Sodio MEq/L 9 6,70 159,20 132,58 47,96
Potasio MEq/L 8 | 430 6,20 5,07 0,59
Billirrubinas totales mg/dL 6 0,20 1,45 0,71 0,55
Bilirrubina directa mg/dL 6 0,10 0,64 0,28 0,20
Billirrubina indirecta mg/dL | 6 0,10 1,02 0,43 0,39
Creatinina kinasa U/L 5 1,34 | 1368,00 373,96 560,86
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En el andlisis de los resultados de la prueba t de student no se  de hematologia y la bioquimica sérica, en la poblacién de machos y
encontré diferencias significativas, entre las medias de las variables ~ hembras (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Valores de hematologia por sexos para Myrmecophaga tridactyla en Meta Colombia.

Sexo n Media Desviacién

Macho 8 2,88 0,49
Eritrocitos 106 pL

Hembra 6 3,11 0,78

Macho 8 13,38 2,90
Hemoglobina mg/dl

Hembra 6 11,66 2,15

Macho 8 40,85 9,05
Hematocrito %

Hembra 6 36,21 7,20

Macho 8 141,61 18,16
V.C.M Hl

Hembra 6 131,43 25,71

Macho 8 4425 7,26
H.C.M Pg

Hembra 6 38,78 9,06

Macho 9 179,44 58,92
Plaquetas 103/ pL

Hembra 6 212,03 104,09

Macho 7 11,38 1,64
VPM H

Hembra 5 11,26 1,13

Macho 8 10,16 6,19
Leucocitos 103/ pL

Hembra 6 11,00 2,65

Macho 9 62,00 20,38
s %

Hembra 7 71,28 23,10

Macho 9 0,66 2,00
s band %

Hembra 7 0,42 1,13

Macho 9 26,00 13,55
Linfocitos %

Hembra 7 21,28 18,56

Macho 9 9,77 12,10
Eosinofilos %

Hembra 7 6,28 6,26

Macho 9 1,44 2,35
Monocitos %

Hembra 7 0,71 0,95

Macho 9 0,11 0,33
Baséfilos %

Hembra 7 0,00 0,00

Macho 9 6,2722 5,41
Neutréfilos

Hembra 7 7,65 4,46

Macho 9 0,16 0,49
Neutr Ban

Hembra 7 0,05 0,15

Macho 8 2,51 1,69
Linfocitos

Hembra 6 1,49 0,67

Macho 7 0,55 0,44
Eosinofilos

Hembra 6 0,48 0,42

Macho 8 0,22 0,42
Monocitos

Hembra 6 0,08 0,10

Macho 8 0,01 0,03
Baséfilos

Hembra 6 0,00 0,00
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Tabla 4. Valores de Bioquimica sanguinea por sexos, para Myrmecophaga tridactyla, Meta-Colombia.

Sexo N Media | Desviacién

Macho 12 6,09 1,25
Proteinas Totales mg/dl

Hembra 7 6,67 0,42

Macho 13 73,58 36,69
ALT U/L

Hembra 5 64,50 25,28

Macho 13 57,13 36,32
AST U/L

Hembra 4 78,55 4381

Macho 12 21,07 8,38
Nitrégeno ureico mg/dl

Hembra 6 16,28 6,84

Macho 12 1,33 0,51
Creatinina mg/dl

Hembra 6 0,83 0,31

Macho 9 163,25 234,44
Fosfatasa alcalina U/L

Hembra 3 126,73 88,52

Macho 4 13,60 12,18
Gama glutamil trasferasa U/L

Hembra 3 87,46 100,12

Macho 3 630,93 239,49
Amilasa U/L

Hembra 3 515,93 124,09

Macho 11 3,05 0,45
Albumina g/dl

Hembra 4 2,34 0,30

Macho 11 2,83 1,22
Globulina g/dL

Hembra 4 3,78 1,02

Macho 1 63,50
Colesterol mg/dl

Hembra 2 62,45 10,67

Macho 1 82,70
Triglicéridos mg/dL

Hembra 2 66,35 56,92

Macho 3 64,50 15,80
Glucosa mg/d/L

Hembra 4 74,97 62,68

Macho 11 8,13 0,96
Calcio mg/dL

Hembra 4 8,37 1,31

Macho 11 6,46 3,63
Fosforo mg/dL

Hembra 2 4,20 1,13

Macho 9 132,58 47,96
Sodio MEq/L -

Hembra 0

Macho 8 5,07 0,59
Potasio MEq/L Hembra 0

Macho 3 0,81 0,62
Billirrubinas totales mg/dL

Hembra 3 0,61 0,59

Macho 3 0,37 0,27
Bilirrubina directa mg/dL

Hembra 3 0,18 0,09

Macho 3 0,43 0,35
Billirrubina indirecta mg/dL

Hembra 3 0,42 0,51

y Macho 3 117,81 105,99
L. . L

Creatinina kinasa U/ Hembra 2 758.20 862.38

*.t no se puede calcular porque, como minimo, uno de los grupos estd vacio.
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Teniendo en cuenta los lineamientos descritos para el seguimiento
y el monitoreo post liberacién de fauna silvestre rescatada, previo
a la liberacién, Choperena Palencia & Mancera Rodriguez
(2016) sugieren realizar una valoracién integral de los ejemplares,
incluyendo exdmenes paraclinicos e identificacién de agentes
patdgenos especificos. En este sentido, se presentan los resultados
de los andlisis de la hematologfa y la bioquimica, realizados a una
muestra de M. tridactyla antes de ser liberados por Cormacarena.
Una aproximacion inicial para tener en cuenta en el andlisis de los
resultados, las muestras se tomaron en individuos bajo el efecto de
sedacidn, lo cual, puede alterar los resultados, teniendo en cuenta
que son animales silvestres; es preciso realizar la restriccién quimica
de los animales para poder tomar las muestras.

Descripcién de la poblacién de eritrocitos: los indices
eritrocitarios V.C.M, H.C.M, CHCM, RDW definen el tamafio
y el contenido de hemoglobina del eritrocito y, ademds, ayudan a
evaluar la funcién de hematopoyesis de los animales y el diagndstico
diferencial de la anemia. Los resultados obtenidos en este trabajo
de 2,98 X10" eritrocitos son similares a los reportados por Alves
et al. (2023) y por Di Nucci et al. (2014), mientras que Rojano
Bolafo et al. (2014) encontraron un recuento de eritrocitos de 1,97
+ 0,3 X10". Los valores de hemoglobina encontrados de 126,5
g/L son similares a los encontrados por Di Nucci ez al. (2014),
Rojano Bolafio et al. (2014) y Alves et al. (2023). En cuanto al
hematocrito, el encontrado fue de 38,6 %, valor que es similar a
los encontrados por Di Nucci er al. (2014), Rojano Bolafio e al.
(2014) y Alves ez al. (2023); por lo tanto, los valores encontrados
para eritrocitos, hemoglobina y hematocrito permiten inferir que
los animales liberados por Cormacarena en la regién de influencia
no presentaban anemia.

Recuento total de leucocitos: los globulos blancos forman parte del
sistema inmune, genéticamente programado para la neutralizacién
y la eliminacién de agentes infecciosos. El recuento promedio de
los niveles de leucocitos descrito es similar a los reportados en
animales en vida libre en el municipio de Pore-Casanare, regién
de la Orinoquia Colombiana (Rojano Bolafio ez al. 2014), a los
reportados en animales en cautiverio del parque zooldgico de Sao
Paulo-Brasil (Sanches ez al. 2013), en Argentina (Di Nucci ez al.
2014) y en el Parque zooldgico de Brasilia-Brasil (De Oliveira
et al. 2017). En cuanto al recuento diferencial de leucocitos, el
porcentaje promedio encontrado de 66 % de neutrofilos es similar a
los reportado en animales en vida libre en Pore-Casanare, Colombia
(Rojano Bolano et al. 2014).

Recuento de plaquetas: la hemostasia es un sistema fisioldgico
que impide la salida de sangre, bloquea el dafio vascular e inicia
los mecanismos de reparacién. La hemostasia primaria se da en
la interaccién vaso sanguineo-plaquetas, la hemostasia secundaria
por las proteinas plasmdticas de la coagulacion. En este sentido,
el recuento de plaquetas observado es similar a lo encontrado en
animales en vida libre en Pore-Casanare, Colombia (Rojano Bolafio
et al. 2014).

En general, los recuentos de los promedios celulares encontrados,
en los hemogramas son similares a los encontrados en el trabajo

realizado en Pore-Casanare, regién de la Orinoquia colombiana
(Rojano Bolafio ¢z al. 2014). Lo anterior se puede explicar, toda
vez que los dos trabajos fueron realizados en animales en vida
libre, muestreados con similares métodos de captura, restriccién y
sedacién. Individuoslocalizados en regionessimilares dela Orinoquia
colombiana, que comparten paisajes, como el piedemonte llanero
y las sabanas inundables. En contraste, se encuentra lo descrito en
Brasil, para la poblacién M. tridactyla, expuesta a quemaduras de
segundo y tercer grado, donde se observd recuentos celulares con
desviacién degenerativa, anemia severa, hipoproteinemia y cambios
marcados en las enzimas que evaltan el dafio muscular (Souza
et al. 2022). Otro ejemplo de la importancia del hemograma se
observa en el caso descrito por Lértora ez al. (2016), de anemia y de
gastritis hiperpldsica en M. tridactyla, ocasionada por la infeccién
de Physaloptera magnipapilla.

Las enzimas son catalizadores bioldgicos, utilizados en la regulacién
quimica de las células y en la homeostasis de los seres vivos. En
este sentido, la determinacién de las enzimas tiene una importancia
diagndstica, toda vez que su determinacién en sangre, mds los
resultados de la exploracidn fisica y la valoracién clinica, permite
evaluar el estado de salud de un individuo (Diaz Gonzilez & Ceroni
da Silva, 2008). Con este proposito, se discuten los resultados de
ALT y AST, que permiten evaluar el funcionamiento del higado.

Los resultados obtenidos de alanina aminotransferasa (ALT) son
similares a los descritos por Satake & Fagliari (2006), en animales
en vida libre y a los de Satake & Fagliari (2006) y Di Nucci et al.
(2014), en animales en cautiverio.

Igualmente, los resultados de aspartato aminotransferasa (AST) son
similares a los reportes de Satake & Fagliari (2006), en animales de
vida libre en el Cerrado Brasilero y a los reportados por Satake &
Fagliari (2006), Di Nucci et al. (2014) y De Oliveira ez al. (2018),

para animales en cautiverio.

La amilasa es una enzima que apoya el diagndstico del estado del
pancreas (Lépez Villalba & Mesa Sdnchez, 2015). Se encontraron
valores promedio de 606,45 + 207,45U/1, los cuales, fueron
similares a los descritos por Satake & Fagliari (2006), en animales
de vida libre y en cautiverio.

Las proteinas se sintetizan en el higado, excepto las gammaglobulinas,
la alteracién en las concentraciones pueden indicar un problema
hepético, renal, intestinal, hemorragia o inflamacién (Diaz
Gonzélez & Ceroni da Silva, 2008). Los resultados de los promedios
encontrados de proteinas totales son similares a los descritos para
animales cautivos (Di Nucci et 2. 2014; De Oliveira e al. 2018).

Albumina: comparando los resultados obtenidos, los valores de
albumina son similares a los trabajos realizados en animales en
vida libre en Brasil (Satake & Fagliari, 2006) y para animales en
cautiverio (Satake & Fagliari, 2006; Di Nucci et al. 2014; De
Oliveira et al. 2018).
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Globulina: los valores promedio encontrados en globulina de 3,08
+ 1,22 g/dl son similares a los promedios en animales en cautiverio
en el Cerrado-Brasilero (De Oliveira et al. 2018).

Creatinina: las determinaciones en suero de creatinina y albumina
ayudan a evaluar la funcién renal de los animales. Los resultados
encontrados son similares en animales en vida libre (Satake &
Fagliari, 20006) y a los encontrados en animales en cautiverio en
Sao Paulo (Satake & Fagliari, 2006; Di Nucci ez al. 2014) y en el
Cerrado Brasilero (De Oliveira ez al. 2018).

La valoracién de la condicién corporal mds la determinacién de
analitos, como la albumina, el calcio y el fésforo, permiten evaluar
el estado nutricional de los animales y la dieta suministrada en
cautiverio; a continuacién, se comparan los resultados de calcio y
de fésforo.

Calcio: los niveles de calcio de 2,04 mmol/L son similares a los
resultados publicados en animales de vida libre (Satake & Fagliari,
2000) y a los de animales en cautiverio (Satake & Fagliari, 2006;
Di Nucci et al. 2014).

Fésforo: en referencia a este analito, los resultados de 1,52mml/L
son similares a lo reportado por Satake & Fagliari (2006), para
animales en vida libre y en cautiverio. En contraste, los resultados
obtenidos son mayores a lo indicado por Di Nucci ez al. (2014),
para animales en cautiverio. Esta dltima diferencia puede ser
explicada, teniendo en cuenta que son animales en cautiverio, a los
cuales, se les suministra una dieta elaborada y los animales en vida
libre son insectivoros especializados.

Se puede concluir que, teniendo en cuenta la valoracién médico-
veterinaria, los resultados obtenidos y su respectiva comparacion
con otros estudios de M. tridactyla, se puede inferir que los animales
se encontraban sanos y que los valores reportados en el presente
estudio se pueden emplear como referentes para futuros trabajos de
investigacién y en el desarrollo de planes de conservacién de esta
especie.
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ABSTRACT

In Colombia, ichthyozoonoses caused by helminths are little
studied and remain neglected by the public health sector,
representing an interaction to be explored regarding biodiversity
and health. Caquetia kraussii is a native fish of Colombia
and Venezuela that is economically important due to its high
consumption by local communities. This research records the
fauna of parasitic helminths associated with C. kraussii in a coastal
lagoon system in the Colombian Caribbean. Thirty-two specimens
of C. kraussii were captured and inspected in February and
December 2020, resulting in the collection of 242 helminths at
the metacercariae stage and adults. Parasites included metacercaria
of the trematodes Clinostomum sp., Austrodiplostomum sp., two
forms of Posthodiplostomum and adults of Oligogonotylus andinus,
and adults of the acanthocephalan Neoechinorhynchus sp. These
results indicate that C. kraussii acts as a definitive host for O.
andinus and Neoechinorhynchus sp., and as an intermediate host for
Clinostomum sp., Posthodiplostomum spp. and Austrodiplostomum
sp. This research reports for the second time a population of O.
andinus in Colombia and the occurrence of a morphoespecies of
the genus Neoechinorhynchus that could constitute a new record
for Colombia. In addition to contributing to the knowledge of the
diversity of fish-associated helminths, the results of this research will
make it possible to generate recommendations for the management
and control of helminthiasis in artificial fish farming systems that
are supplied by natural tributaries, and favor the establishment of
hosts and parasites.

Keywords: Cichlid parasites; Eoacanthocephala, Freshwater fishes;
Helminths; Trematoda.
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RESUMEN

En Colombia, las ictiozoonosis causadas por helmintos son poco
estudiadas y permanecen desatendidas desde el sector de la salud
publica, representando una interaccién por explorar en términos
de biodiversidad y salud. Caguetia kraussii es un pez nativo de
Colombia y Venezuela de importancia econémica, debido a su
alto consumo por parte de comunidades locales. Esta investigacién
registra la fauna de helmintos pardsitos asociados a C. kraussii
en un sistema de laguna costera en el Caribe colombiano. En
febrero y diciembre de 2020 se examinaron 32 especimenes de C.
kraussii, de los que se recolectaron 242 helmintos en los estadios
de metacercaria y adulto. Los pardsitos incluyeron metacercarias
de los tremdtodos Clinostomum sp., Austrodiplostomum sp., dos
morfoespecies de Posthodiplostomum spp. y adultos de Oigogonotylus
andinus ademds de adultos del acantocéfalo (Eoacanthocephala)
Neoechinorhynchus sp. Estos resultados indican que C. kraussii acta
como hospedador definitivo de O. andinus. y Neoechinorhynchus
sp., y como hospedador intermediario de Clinostomum sp.,
Posthodiplostomum spp. y Austrodiplostomum sp. Se reporta por
segunda vez una poblacién de O. andinus en Colombia y la
ocurrencia de una morfoespecie del género Neoechinorhynchus que
podria ser un reporte nuevo para Colombia. Ademds del aporte
al conocimiento de la diversidad de helmintos asociados a peces,
los resultados de esta investigacién podrian ser aprovechados para
generar recomendaciones para el manejo y control de helmintiasis
en sistemas piscicolas artificiales que se surten de afluentes naturales
y favorecen el establecimiento de hospederos y pardsitos.

Palabras claves: Eoacanthocephala; Helmintos; Pardsitos de ciclidos;
Peces de agua dulce; Trematoda.
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INTRODUCTION

Fishery resources are an important source of macro- and
micronutrients for human populations, representing more than
17% of animal protein of the global consumption, and up to
50% in some countries (Thilsted ez 2/ 2014). In Latin America,
fisheries and aquaculture production are fundamental milestones
in social, economic, and nutritional development, with about 85%
of production resulting from artisanal fisheries (FAO & ECLAC,
2020).

This nutritional dependence on fish resources also leads to
a potential exposure of human communities to health risks,
considering that many of the parasitic infections that affect fish
species for consumption are zoonotic (Chai er a/. 2005). These
parasitic zoonoses transmitted through food consumption,
including fish, are of high relevance to public health and socio-
economic problematics in some countries, particularly in Asia
(Lima dos Santos & Howgate, 2011), in addition to being a key
contributor to the transmission of diseases through food webs.

Zoonotic helminthiases related to the consumption of fish or
fish products have been associated with populations in low- and
middle-income countries (Chai ez 2/ 2005). In the context of
countries such as Colombia, Mexico and Peru, the acquisition of
fish in local markets or through subsistence fishing can expose
people to parasites at different stages of development (Rojas
Sinchez et al. 2014; Castellanos-Garzén et al. 2019; Murrieta
Morey et al. 2022). However, the geographic distribution of these
diseases and the populations at risk have been constantly growing
as a consequence of the expansion of international markets and
demographic changes, increasing the risk of contagion even in
developed countries (Chai ez a/. 2005).

Considering the above, the identification of parasites in fish not
only allows us to know their diversity and ecology (Bautista-
Herndndez et 2/ 2015) but also to understand their role as
keystone species in shaping communities and their importance
in various ecological processes (Frainer er a/. 2018). In addition,
this understanding may be crucial for suggesting animal health
guidelines aimed at controlling and preventing parasitic infections
with health implications for both fish and humans (Quijada ez a/.
2005; Soler-Jiménez et al. 2017).

The yellow mojarra Caquetaia kraussii (Steindachner, 1878) (Pisces:
Cichlidae) is a fish native from Colombia and Venezuela. In
Colombia it is distributed in the basins of the Magdalena, Cauca,
and Caribbean (Do Nascimiento ez /. 2017) and Pacifica regions
(Rivas-Lara & Goémez-Vanega, 2017). This fish is an important
food source, being regularly consumed and traded by local
communities. The research related to the mojarra amarilla includes
biological and fishing aspects (Solano-Pefia ¢z al. 2013; Durén et al.
2014; Rivas-Lara & G6mez-Vanega, 2017; Zapata-Londono ez al.
2020), as well as parasitological studies (Olivero-Verbel ez al. 2012;
Castellanos-Garzén et al. 2020). However, these works focus on
nematodes, overlooking the diversity of trematodes and associated
acanthocephalans.

Therefore, the purpose of this paper is to provide an initial record
of the diversity of helminths associated with yellow mojarra in a
nature reserve in the Colombian Caribbean.

MATERIALS AND METHODS

Area of study. The study was conducted in the Sanguaré Natural
Reserve, located north of the Gulf of Morrosquillo 99°43'13.61"
N, 75°40'33.31" W, municipality of San Onofre, Sucre, Colombia
(Figure 1). The area corresponds to a civil society reserve and has
an area of 898 ha and covers an altitudinal range between 0 and 50
m. The ecosystem is categorized as a tropical dry forest, exhibits a
bimodal rainfall regime (April-May and October-November), an
annual rainfall of 1100 mm, relative humidity close to 86% and an
average temperature of 27 °C (Pizano & Garcfa 2014). Sanguaré
offers a variety of vegetation cover, including 80ha of flood zones
with abundant bulrushes and coastal lagoons, 110 ha of secondary
forest, and 708 ha of grasslands, shrubs, and mangroves.

Sample collection and identification. The C. kraussii specimens
were caught in the main inlet of the reserve by artisanal hook-
and-line fishing in February and December 2020 (Figure 2a).
After capture, the specimens were placed in containers with water
and vegetation and transferred alive to the field laboratory, where
they remained in a cool place with a constant supply of oxygen
(aquarium air motor) (Figures 2b and c¢). For helminthological
examination each fish was sacrificed by overdosing with Isoeugenol
(Erikson, 2011), subsequently their total length (TL) was measured.
External inspection of the eyes, oral cavity, gills, surface, and fins
was carried out, as well as internal evaluation of the vitreous humor,
retina, mesentery, digestive system, and body fin muscles, all by
observation through a stereomicroscope.

The procedure for handling and treatment of helminths depended
on their stage of development and body location. The parasite
forms found were separated, cleaned with a Pasteur pipette and
a fine brush, counted, and preserved in 96% ethyl alcohol for
molecular analysis or AFA solution (pre-warmed in a water bath)
for morphological identification. Metacercariae extracted from the
buccal cavity and fins were manually dehisced, washed, counted,
and fixed. Metacercariae not encysted in the vitreous humor were
immediately transferred to fixatives (96% ethyl alcohol or AFA)
and cleaned 24 hours after fixation. Helminths in the digestive
system were transferred to a Petri dish with saline solution (0.7%),
cleaned, counted, and fixed. Finally, large trematodes found in the
buccal cavity and selected for morphological analysis were flattened
between two slides with saline solution and then fixed. All collected
specimens were transferred to the Helminthology Laboratory of
PECET (Universidad de Antioquia) for taxonomic identification.

Representative specimens of each morphotype were processed
(staining and mounting on permanent plates) for morphological
studies following standardized protocols for helminths (Vélez,
1987; Lenis & Vélez, 2011). Specimens were identified to family or
genus level (according to their developmental stage (larva or adult)
following the specialized documentation (Yamaguti, 1975; Amin,
2002; Gibson et al. 2002; Pinacho-Pinacho et al 2018; Vélez-
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Sampedro et al. 2022) and deposited in the Colombian Helminth ~ abundance (total number of parasites recovered from the host
Collection of the Universidad de Antioquia (CCH.116 Batch 179-  divided by the number of hosts inspected) were estimated as infection
185). For each of the identified taxa, prevalence (P= number of  parameters (Bush ez a/. 1997; Bautista-Herndndez ez al. 2015).
parasitized hosts/number of hosts examined x 100) and average

Figure 1. Yellow mojarra Caquetaia kraussii sampling site in the Sanguaré Natural Reserve, San Onofre, Sucre.

Figure 2. Photographic summary of the collection and processing of yellow mojarra Caquetaia kraussii to search for helminths. a) Artisanal fishing
with hooks, b) Containers with water and vegetation for the transfer of live fish, ¢) Installation of an oxygen net for host survival, d) Slaughter and
immediate analysis for the recovery of live parasites.
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RESULTS AND DISCUSSION

Thirty-two yellow mojarras with a body size range of 15-18 cm
were analyzed. The average processing time spent on each host was
2.5 h. From the inspection of the hosts, a total of 242 parasites
assigned to six types of helminths were collected, five belonging to
the class Trematoda (Platyhelminthes) including Austrodiplostomum
sp., Clinostomum sp., Oligogonotylus andinus (Vélez-Sampedro et al.
2022), and two morphospecies of the genus Posthodiplostomum

in addition to an Acanthocephala of the class Eoacanthocephala
(Acanthocephala): Neoechinorhynchus sp. (Table 1). Parasites were
collected as metacercariae around the eyes, outer part, and muscles
of the pectoral fins, in the oral cavity and in the vitreous humor,
while adult forms were found exclusively in the intestine (Figure 3
and Table 1). A total of 78.4 % of the fish examined were infected
by at least one of the above taxa. The taxa Austrodiplostomum sp.,
Clinostomum sp. and Neoechinorhynchus sp. recorded the highest
prevalences and average abundances (Table 1).

Table 1. Helminths registered in yellow mojarra Caquetaia kraussii in a coastal lagoon ecosystem, Sanguaré Natural Reserve, Sucre, Colombia.

*Genus for which only metacercariae were recovered

Figure 3. Helminths associated with yellow mojarra Caguetaia kraussii in the main reedbed of the Sanguaré Natural Reserve, Sucre. a) Free
metacercariae in vitreous humor, b) Encysting metacercariae in pectoral fin muscle, ¢) Acanthocephalans in the middle portion of the small
intestine, d) Metacercariae of Austrodiplostomum sp. e) Metacercaria of Posthodiplostomum morphospecies I, f) Metacercaria of Posthodiplostomum
morphospecies 11, g) Metacercaria of Clinostomum sp., h) Oligogonotylus andinus, i) Neoechinorhynchus sp. adults.
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The identification of four types of metacercariae and two species in
the adult stage suggests that yellow mojarra simultaneously serve
as intermediate and definitive hosts for helminths. The life cycles
recorded in the literature for the parasites identified here provide
information on the trophic position occupied by the yellow mojarra
in the ecosystem. As an intermediate host, it harbors trematodes of
the genera Clinostomum, Posthodiplostomum and Austrodiplostomum,
which complete their life cycle in other piscivorous species present
in the reedbed. As a definitive host it harbors the trematode
Oligogonotylus andinus and the acanthocephalan Neoechinorhynchus
sp. which use other fish and arthropods as intermediate hosts,
respectively (Razo-Mendivil ez al. 2008; Lourengo er al. 2018;
Vélez-Sampedro ez al. 2022).

The infection parameters obtained indicate that Clinostomum,
Neoechinorhynchus and Austrodiplostomum are the most prevalent
forms in the system studied and provide data on the parasite load
for the host in the wild. In the context of local production and
consumption, this information is important as a reference to make
comparisons with artificial fish farming systems, especially in low-
tech fish farms that are supplied by natural tributaries and favor
the establishment of hosts and helminths (Lima dos Santos &
Howgate, 2011).

The parasite with the highest prevalence was Clinostomum (Figure
3g), which was present in 50% of the hosts analyzed. Adults of this
genus generally invade the oral cavity, pharynx, or esophagus of
piscivorous birds, while several species of fish and amphibians act
as second intermediate hosts (Montes e /. 2021).

The genus Clinostomum comprises 23 validated species of which 11
are found in the New World, four of which are distributed in South
America: C. detruncatum (Braun, 1899), C. heluans (Braun, 1899),
C. marginatum (Rudolphi, 1819) Braun, 1901), and C. fergalliarii
(Montes, Barneche, Pagano, Ferrari, Martorelli, & Pérez-Ponce de
Ledn, 2021); five in Central America: C. tataxumui (Sereno-Uribe,
Pinacho-Pinacho, Garcia-Varela & Pérez-Ponce de Leén, 2013), C.
arquus (Sereno-Uribe, Garcia-Varela, Pinacho-Pinacho & Pérez-
Ponce de Ledn, 2018), C. caffarae (Sereno-Uribe, Garcia-Varela,
Pinacho-Pinacho & Pérez-Ponce de Leédn, 2018), C. cichlidorum
(Sereno-Uribe, Garcia-Varela, Pinacho-Pinacho & Pérez-Ponce
de Ledn, 2018), and C. heluans (Braun, 1899), and four in North
America: C. attenuatum (Cort, 1913), C. album (Rosser, Alberson,
Woodyard, Cunningham, Pote & Griffin, 2017), C. poteae (Rosser,
Baumgartner, Alberson, Noto, Woodyard, King, Wise & Griffin,
2018), and C. marginatum (Montes, Barneche, Pagano, Ferrari,
Martorelli, & Pérez-Ponce de Ledn, 2021).

The species C. marginatum and C. complanatum (Rudolphi, 1814)
Braun, 1899) were reported from piscivorous birds in the Colombian
Caribbean (Rietschel & Werding, 1978; Fernandes er al. 2015).
However, Caffara er al. (2011) indicate that C. complanatum has
a distribution restricted to the European continent, suggesting the
need for a taxonomic revision of the populations of Clinostomum
reported in Colombia.

Clinostomiasis is a disease of minimal importance at the fish
farming level, but Rosser ez al. (2018) reported serious infections
that can affect the health and subsequent marketability of fish.
Metacercariae give fish a bad appearance, so people involved
in sport, artisanal and commercial fishing discard parasitized
individuals (Rodriguez er al. 2001). Clinostomum infections have
been reported in humans, with localization in the mucosa of the
throat and eyes. In cases in which a human consumes raw fish,
the parasite accidentally attaches to the mucosal surface of the
throat, resulting in a clinical syndrome known as halzoun, which
manifests with symptoms of laryngopharyngitis (Park ez a/. 2009).
This zoonosis has been reported mainly in countries such as Japan
and Korea (Hara et /. 2014). When the infection is located in
the lacrimal opening it manifests with discomfort and pain in the
frontal sinus area (Tiewchaloern et /. 1999).

Neoechinorhynchus sp. was the form with the highest average
abundance and the second most prevalent with 46.9% in C
kraussii (Figures 3¢ and 3i). This genus represents a diverse group
of endoparasites of freshwater fish and turtles, with approximately
116 described species (Pinacho-Pinacho ez al. 2018). The study of
different populations of Neoechinorhynchus in Central America has
allowed the validation of eight species in fish (Pinacho-Pinacho ez al.
2020): N. golvani (Salgado-Maldonado, 1978), N. chimalapasensis
(Salgado-Maldonado, 2010), N. roseum (Salgado-Maldonado,
1978), N. brentnickoli (Monks, Pulido-Flores & Violante-Gonzalez,
2011), N. mamesi (Pinacho-Pinacho, Pérez-Ponce de Leén &
Garcia-Varela, 2012), N. panucensis (Salgado-Maldonado, 2013),
N. mexicoensis (Pinacho-Pinacho, Sereno-Uribe & Garcfa-Varela,
2014), and N. costarricense (Pinacho-Pinacho, Sereno-Uribe,
Garcia-Varela, & Pérez-Ponce de Ledn, 2020). In South America,
12 species of Neoechinorhynchus have been described in fish
(Arredondo & Gil de Pertierra, 2012; Melo ez 2/. 2013; Brito-Porto
et al. 2017; De Souza & De O. Malta, 2019): N. macronucleatus
(Machado, 1954), N. butternae (Golvan, 1956), N. paraguayensis
(Machado, 1959), N. prochilodorum (Nickol & Thatcher, 1971),
N. curemai (Noronha, 1973), N. pterodoridis (Thatcher, 1981), V.
villoldoi (Vizcaino, 1992), N. pimelodi (Brasil-Sato & Pavanelli,
1998), N. veropesoi (Melo, Costa, Giese, Gardner & Santos, 2013),
N. inermis (Brito-Porto ez al. 2017), N. pellonis (De Souza & De O.
Malta, 2019), and . colastinense (Arredondo & Gil de Pertierra,
2012).

In Colombia, the study of acanthocephalans is still in its early
stages, and only five species are reported in fish (Nickol & Thatcher,
1971; Schmidt & Hugghins, 1973). Two of these belong to the
genus Neoechinorhynchus: N. prochilodorum (Nickol & Thatcher,
1971) reported on Prochilodus reticulatus (Valenciennes, 1850) in
Laguna del Sonso, Valle del Cauca (Nickol & Thatcher, 1971),
and N. buttnerae (Golvan, 1956) reported on Colossoma nigripinnis
(Cope, 1878) in Leticia, Amazonas (Schmidt & Hugghins, 1973).
Considering the high levels of cryptic diversity that this group
presents in other regions of the Neotropics (Pinacho-Pinacho ez al.
2018), Neoechinorhynchus species richness may be underestimated
for the country. Based on this scenario, the morphospecies reported
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here could represent the record of a species previously unreported
for Colombia. Taxonomic studies will allow us to know the specific
identity of this morphospecies and its relationship with other
species of the genus.

that
Neoechinorhynchus, has negative impacts on fish production.

Acanthocephalosis, including caused by forms of
Neoechinorhynchus buttnerae is considered one of the species with
the greatest impact on aquaculture production (Ramos Valladao
et al. 2020). It is considered a silent disease, which goes unnoticed
by the fish farmer, if adequate sanitary control is not carried out
(Ramos Valladao ez al. 2020). Acanthocephalans affect the mucosal,
submucosal, and muscular layers, causing laceration and intense
inflammatory reactions. The main clinical manifestation in fish
parasitized by acanthocephalans is progressive weight loss. Once
in the intestine of the fish, the parasite alters the integrity of the
intestinal mucosa and then begins to compete for the nutrients
ingested by the fish (Jerénimo ez a/. 2017).

In the present study, three morphospecies of the family
Diplostomidae were also found parasitizing C. kraussii, these
were Austrodiplostomum sp. in vitreous humor (prevalence 43.8%;
Figures. 3a and 3d) and two morphospecies of Posthodiplostomum
encysted in pectoral fin muscles (prevalences of 15.6% and 6.3%;
Figures. 3b, 3e and 3f). Adult forms of Austrodiplostomum are
intestinal parasites of cormorants, while metacercariae are parasites
of the eyeball and brain of freshwater and brackish water fish (Garcia-
Varela ez al. 2016; Sereno-Uribe et al. 2019). This genus includes
only two species: A. mordax (Szidat & Nani, 1951), described in
South America and A. compactum (Lutz, 1928) reported from
the United States, Mexico, El Salvador, Honduras, Costa Rica,
Venezuela, Peru, and Brazil (De Fitima Cracco et al. 2022). In the
Colombian Caribbean, adults of A. compactum and A. ostrowskiae
have been reported in piscivorous birds (Rietschel & Werding,
1978) and as metacercariae in C. kraussii (Olivero-Verbel et al.
2012) in Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) and O. niloticus
(Linnaeus, 1758) (Soler-Jiménez et al. 2017). It is important to
note that recent molecular analyses propose synonymy between A.
compactum and A. ostrowskiae (Garcia-Varela e al. 2016; Ostrowski
de Nufiez, 2017; De Fdtima Cracco et al. 2022). Austrodiplostomum
metacercariae cause verminous cataracts in fish and can affect other
organs such as gills, muscle, swim bladder and brain (Amin, 2002).
High infections in cultures associated with this genus are attributed
to high fish densities and abundance of mollusk hosts in artificial
ponds (Violante-Gonzélez et al. 2009).

Posthodiplostomum are intestinal parasites of piscivorous birds with
a worldwide distribution. The metacercariae of Posthodiplostomum
found in the present study correspond to two morphospecies
(Figures 3e and 3f), which differ from each other in body size
and organ distribution. Eight species are reported from South
America: Posthodiplostomum grande (Diesing, 1850), R macrocotyle
(Dubois, 1937), P microsicya (Dubois, 1937), P nanum (Dubois,
1937), P obesum (Lutz, 1928), P giganteunm (Dubois, 1988),
P mignum (Boero, Led & Brandetti, 1972), and P eurypygae
(Achatz, Chermak, Bell, Fecchio & Tkach, 2021) (Fernandes ez 4/.

2015; Lépez-Herndndez ez al. 2018). In Colombia, the presence
of P nanum is recognized in Butorides virescens maculata (Drago
& Lunaschi, 2011), and although previous work considered the
occurrence of P minimum (Rietschel & Werding, 1978), this has
not been validated in recent listings for South America (Fernandes
et al. 2015). The high morphological and molecular variation
reported in metacercariae of some species of the genus in Central
America (Perez-Ponce de Ledn er al. 2021; Diaz Pernett et al. 2022)
highlights the importance of carrying out taxonomic studies of the
morphospecies found here, in order to establish their relationship
with previously described lineages.

Metacercariae parasitize the surface of the body, fins, scales or in the
musculature and body cavity of fish (Ritossa er al. 2013; Cech er
al. 2020). When the parasites are located in the skin, melanophores
agglomerate around them, giving rise to dark pigmented spots,
which is known in fish farming as black spot disease (Rodriguez
et al. 2001). Other liver-hosting Posthodiplostomum species are
associated with liver damage that can cause digestion dysfunction
and consequently, malnutrition in infected fish (Osorio-Sarabia
et al. 1986; Lépez-Herndndez er al. 2018). Although at the fish
farming level, it is known that black spot disease is produced by
diplostomids (Alvarez-Ledén, 2007; Hordk er al. 2014), taxonomic
studies are required to determine the species existing in Colombia.

Adult forms of Oligogonotylus andinus (Figure 3h) recorded a
prevalence of 18.8 % and the lowest average abundance in the
study. This is a genus exclusive to cichlids and contains three
species, O. manteri (Watson, 1976) and O. mayae (Razo-Mendivil
et al. 2008) in Central America (Razo-Mendivil et 2/ 2008) and O.
andinus (Vélez-Sampedro et al. 2022) described in the blue mojarra
(Andinoacara latifrons) in a fish farm of peasant economy in the
Antioquia department. The life cycle of O. andinus is complex and
involves cochliopid, poeciliid and cichlid micromollusks (Vélez-
Sampedro et al. 2022). This research reports for the second time a
population of O. andinus in Colombia, extending its distribution
range from the Cauca River basin in the Andean region to the
coastal region of the Colombian Caribbean.

The infection parameters in this study for O. andinus in yellow
mojarra contrast with those found in blue mojarra, where the
abundance and prevalence values reach values of 100% and 39.3%
(Vélez-Sampedro et al. 2022). Focus studies on small fish farming
systems provide important data on the dynamics of parasite
transmission, useful for the design of control programs. The study
of the life cycle of Oligogonotylus in blue mojarra revealed that the
presence and high densities of intermediate hosts in fishponds favor
high parasite loads (re-infection) in definitive hosts.

Therefore, given the importance of the mojarra amarilla in the food
security of local communities, it is recommended to continue with
efforts to identify the associated helminths and their transmission
routes, which will not only strengthen programs for the management
and control of diseases caused by helminths, but also public health
strategies at the local level, as well as promote new studies to define
the impact of parasites at the fish farming level.
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At the taxonomic level, an integrative approach is required
that includes obtaining adult specimens for morphological
characterization of each species, as well as molecular validation of
the parasite species found here and reported from metacercariae.
In addition, the molecular approach will allow the identification of
cryptic species such as the genus Neoechinorhynchus.

At the ecological level, the identification of other hosts involved in
the life cycle of the parasites and their mode of transmission to fish
is necessary.

Finally, from a veterinary perspective, treatment and control
schemes should be developed. It is hoped that this study will serve
as the foundation for future research, enabling diagnosis for other
species of fish consumed in the region.
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ABSTRACT

Aquatic macrophytes play an important role in lentic systems, since
they constitute the particular habitat of several groups of aquatic
insectsand play a fundamental role in structuring their communities.
The objective of this study was to contribute to the knowledge of
the aquatic entomofauna associated with macrophytes in wetlands
of the middle basin of the Atrato River, Chocé-Colombia. For four
months, collections of aquatic insects associated with the roots
of different aquatic plants were made, using a quadrat of one m’,
equipped with a 0.5 mm mesh, with three replicates per swamp.
Simultaneously, some physical and chemical variables of the water
were measured. The community of aquatic insects was composed of
6 orders, 23 families, and 36 genera. The most representative orders
were Hemiptera (Heteroptera) and Odonata and the mostabundant
families were Noteridae (Coleoptera) and Libellulidae (Odonata).
The diversity index presented a range between 2.39 and 2.07 bits/
ind, with Plaza Seca as the most representative wetlands, while
the dominance was between 0.16 and 0.11. The most abundant
functional group was that of predators. The variables pH, water
temperature and transparency presented significant differences
between swamps and there were important associations between
the aquatic entomofauna, and the abiotic variables analyzed.

Keywords: Aquatic ecosystems; Aquatic entomofauna; Aquatic
plants; Functional diversity; Insect assemblages.
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RESUMEN

Las macroéfitas acudticas juegan un rol importante en los sistemas
lénticos, ya que constituyen el hdbitat particular de varios grupos
de insectos acudticos y desempenan un papel fundamental en la
estructuracion de sus comunidades. El objetivo de este estudio fue
contribuir al conocimiento de la entomofauna acudtica asociada las
macrdfitas en ciénagas de la cuenca media del Rio Atrato, Chocé-
Colombia. Durante cuatro meses se hicieron colectas de insectos
acudticos asociados a las raices de diferentes plantas acudticas,
utilizando un cuadrante de un m’, dotado de una malla de 0,5
mm, con tres replicas por ciénaga. Simultdneamente se midieron
algunas variables fisicas y quimicas del agua. La comunidad de
insectos acudticos estuvo compuesta por 6 drdenes, 23 familias y
36 géneros. Los drdenes mds representativos fueron Hemiptera
(Heteroptera) y Odonata y las familias mds abundantes fueron
Noteridae (Coleoptera) y Libellulidae (Odonata). El indice de
diversidad presenté un rango de entre 2,39 y 2,07 bits/ind,
sobresaliendo la ciénaga Plaza Seca, mientras que la dominancia
estuvo entre 0,16 y 0,11. El grupo funcional de mayor abundancia
fue el de los predadores. Las variables pH, temperatura del agua y
transparencia presentaron diferencias significativas entre ciénagas y
existieron importantes asociaciones entre la entomofauna acudtica
y las variables abidticas analizadas.

Palabras

Entomofauna acudtica; Ensamblajes de insectos; Plantas acudticas,

clave: Diversidad funcional; Ecosistemas acudticos;
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INTRODUCTION

Macrophytes exhibit macroscopic forms of aquatic vegetation and
serve as a link between water and sediment. Angiosperms, ferns,
macroalgae and mosses found in both lotic and lentic aquatic
ecosystems belong to this group (Regmi ez al. 2021). They also act
as indicators of the ecological conditions of surface waters, since
they are primary producers of aquatic habitats, which serve as an
important component in the functioning of the ecosystem, from
the maintenance of biotic and abiotic factors (Upadhyay ez al.
2022).

Macrophytes play an important role in structuring aquatic
environments, especially those of lentic type, since their presence
in these ecosystems increases the complexity of the habitat,
significantly influencing aspects such as diversity, distribution,
richness, and abundance of the aquatic macroinvertebrates (Heisi
et al. 2023). These plants increase the structural heterogeneity
of macroinvertebrates by providing refuges against predators
(Misteli ez al. 2022), offering food for herbivores and detritivores,
(Fontanarrosa et al. 2013) and providing spaces that facilitate
emergence and oviposition (Walker ez a/. 2013).

Within macroinvertebrates, aquatic insects are distinguished by
presenting a high number of organisms that make up the most
significant component of animal biomass in lotic and lentic
ecosystems. Their contribution to the food web is relevant, because
they allow energy circulation to other consumers, serving as food
for fish and amphibians and becoming an important link between
producers and the higher trophic levels of aquatic ecosystems
(Walteros & Castafio, 2020).

In Colombia, a series of investigations have been conducted on
aquatic macroinvertebrates associated with macrophytes and
the most recent to be highlighted are those conducted by Rua-
Garcfa (2015), Herndndez et al. (2016), Murillo-Montoya et 4l.
(2018), and Nufez & Fragoso-Castilla, (2019). In the department
of Chocé, on the topic of aquatic macroinvertebrates associated
with macrophytes in wetland ecosystems, the research conducted
by Mosquera-Murillo & Cérdoba-Argén (2015); Mosquera-
Murillo (2018), and Aguilar-Baldosea ez al. (2022) is notable.
However, further research is needed to continue contributing to
the understanding of the dynamics of these communities.

Therefore, the objective of this research is to determine the
composition, diversity, and abundance of aquatic entomofauna
associated with macrophytes in wetlands of the middle basin of
Atrato River (Choc6-Colombia), as well as to identify the functional
groups of insects associated with macrophytes, in addition to
establishing the possible relationship between them and the abiotic
variables of the wetlands studied.

MATERIALS AND METHODS

Scope of study. The research was carried out in three wetlands in
the middle basin of Atrato River, belonging to the municipality

of Quibdé, Choc6-Colombia: Plaza Seca wetland 5°44’32.3”N
76°42°37.7”W, La Negra wetland 5°45,30.9»N, 76°41°14.7”W/, and
La Grande wetland 5°44:39.8»N, 76°42’42.1”W (Figure 1). This
zone experiences a relative humidity close to 86% and temperatures
that range between 28-32°C. The majority of the territory lies
within the equatorial doldrums; therefore, rainfall regime extends

throughout the year, with an annual precipitation reaching up to
12,000 mm (Rangel-Ch. & Arellano-P, 2004).

According to the Holdridge system (1996), the Atrato River basin in
its course is classified into the humid tropical forest and too humid
tropical forest life zones (bh-T, bmh-T). The middle and lower
zones comprise the floodplain of Atrato River, characterized by vast
floodplains and several swamps known for their high transparency,
acidic pH, low conductivity, and concentration of solids, as well
as low oxygen and few nutrients (Correa, 2014). The dominant
macrophyte species in the studied wetlands are Eichhornia azurea,
Nymphoides indica, Ludwigia sedoides, Cabomba sp., Elodea sp.
(Mosquera & Cérdoba, 2015).

Sampling. Monthly sampling was conducted in each of the studied
wetlands, between June and September 2022, covering the climatic
periods of the zone, the high water season (June-July) and the low
water season (August-September).

In each studied wetland, a sampling station was established
(coastal zone). Within the macrophyte-covered area, the physical
and chemical water conditions were measured, such as water
temperature, pH, electrical conductivity and dissolved oxygen
concentration, total dissolved solids, and transparency using a
multiparameter digital equipment and a Secchi disk. Additionally,
water samples were collected for alkalinity, phosphorus, and
nitrogen form analyses, following the recommendations of Standard
Methods (APHA ez al. 2012). Likewise, the forms of phosphorus
(orthophosphates) and nitrogen (nitrites, nitrates, and ammonium)
were analyzed using a NOVA SQ 60 spectrophotometer.

To collect insects, transepts perpendicular to the shoreline were
established in the macrophyte belts. A one m” floating PVC frame,
equipped with a 0.5 mm mesh was used, which was installed under
the surface to be collected. Plants were extracted and the roots
were carefully washed to remove the organisms. Using a sieve and
tweezers, the organisms were extracted and stored in jars with 90%

alcohol.

In the limnology laboratory of the Universidad Tecnoldgica del
Chocé (UTCH), organisms were identified to the lowest possible
level using a ZEIZZ brand stereomicroscope and the keys from
Dominguez ¢t al. (2006) and Dominguez & Ferndndez (2009).
Additionally, each taxon was assigned to a functional group
according to the classification proposed by various authors such
as Chard-Serna et al. (2010), Rodriguez-Barrios ez al. (2011), and
Rivera-Usme ez al. (2013). The considered groups were predators,
collectors, collector-gatherers, collector-filterers, and shredders
(Merrit & Cummins, 1996).



Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 27(1):e2409. January-June, 2024

Data analysis. The aquatic insect assemblage was characterized
based on the following variables: total number of individuals, relative
abundance, Shannon-Wiener diversity, Simpson dominance, and
classification of food functional groups. Differences in abundance,
diversity, and dominance among wetlands were assessed using an
ANOVA test. Mean and standard deviation were estimated for each
measured abiotic variables, and differences among wetlands were

evaluated using ANOVA. Assumptions inherent to the ANOVA
test were verified for all cases and found acceptable (p>0.05).
Significant differences were recorded using a Tukey test and the
Minitab program was used. Finally, the potential relationship
between aquatic insects and the abiotic variables of the wetlands
was evaluated using a canonical correspondence analysis.

Figure 1. Study zone. Wetlands studied in the middle basin of Atrato River (Chocé-Colombia).

RESULTS AND DISCUSSION

Aquatic insects associated with macrophytes. A total of 654
individuals were registered, distributed in 6 orders, 23 families and
36 genera (Table 1). Plaza Seca wetland had the highest number
of individuals (315), followed by La Grande wetland (183), and
La Negra wetland (156). The variance test showed significant
differences between the wetlands with respect to the abundance of
aquatic insects.

The presence of aquatic insects associated with floating aquatic
macrophytes is associated with the presence of a dense mass of plant

roots that constitute colonization sites for different organisms. Root
macrophytes provide microhabitats that serve as refuge against
predators and for egg-laying, as well as resources as food for fauna

(Padial e /. 2009).

Regarding orders, Hemiptera is the most representative in Plaza Seca
and La Negra wetlands, while Odonata was the most representative
in La Grande wetland (Figure 2). Among the families, Noteridae
(16.32 + 5.81) and Libellulidae (11.24 + 4.75) were notable.
According to Lasso ez al. (2014), it is common to find a high
representativeness of Odonata-Coleoptera-Hemiptera in lentic
ecosystems of the country, as observed in this research. Aquatic and
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semi-aquatic hemipterans are notable for their variety, reflecting
the variety of niches they occupy, thanks to the great adaptation
capacity to the environment their species have (Vanegas, 2017).
This can be found in a wide variety of natural environments, both
lotic and lentic, coastal and oceanic, phytotelmata and even humid
terrestrial environments (Mazzucconi ez al. 2009).

As for odonates, their abundance has been positively related to
the presence of aquatic plants typical of wetlands since emerging
vegetation is a fundamental substrate for the emergence of larvae
into their adult phase. Likewise, a high macrophyte coverage is
important for the richness of Odonata taxa (Perron er al. 2021).
In addition to the existence of aquatic plants, physicochemical
characteristics are important factors that limit the richness and
distribution of immature odonates (Cérdoba-Aguilar, 2008).

The abundance of Noteridae and Libellulidae in this study
corresponds to other research carried out in wetlands of the region,
such as the one conducted by Mosquera-Murillo & Cérdoba-Argén
(2015). According to White & Roughley (2008), members of the
family Noteridae are common into the roots of aquatic plants and
their ability to take atmospheric oxygen makes them dependent
on atmospheric oxygen. This is a primary factor that restricts these
beetles to shallow waters (Eyre ez al. 1992), which agrees with the
characteristics of the studied wetlands.

For the Libellulidae, its abundance is associated with the great
diversity of emerging rooted macrophytes present in the studied
wetlands, which, according to Lépez-Diaz ez al. (2021), is a
factor that can increase the complexity of the habitat. Nymphs of
Libellulidae inhabit all freshwater aquatic environments, including
lentic and lotic systems, as well as permanent and temporary
environments (Neiss ez 2/ 2018).

Plaza Seca wetland has the highest averages of diversity and specific
richness, while dominance showed higher averages in La Negra
wetland (Table 1). The analysis of variance shows that there were
no significant differences in diversity (F=1.84, p=0.2135) and
dominance (F=2.23; p=0.1635) among wetlands, but there were
differences in specific richness (F=7.24; p=0.0133). These results
may be associated with how aquatic vegetation is distributed in the
wetlands under study and, in that sense, research such as that of
Warfe et al. (2008) and Dibble & Thomaz, (2009) has shown that
the complexity of this type of vegetation explains attributes of the
invertebrate assemblages associated with it, such as abundance and
diversity. Similarly, according to authors such as Quirds Rodriguez
et al. (2010) and Kovalenko ez al. (2012), the presence of floating
vegetation, as well as the complexity of its architecture, provides a
greater variety of environments and microhabitats that constitute
a substrate and refuge, leading to greater diversity, richness, and
abundance of associated organisms.

In relation to the composition of functional groups of aquatic
insects associated with macrophytes, in the three studied wetlands,
predators were the largest group with a range among wetlands

between 87.94 and 73.77%, with 15 families corresponding to
Odonata, Hemiptera and Coleoptera, and certain families of
Diptera (Chaoboridae and Ceratopogonidae). They are followed
by collector-gatherers with a range between 11.48 and 4.76%,
represented by 3 families of Ephemeroptera. Collectors showed a
range between 10.38 and 1.28% with two families of Lepidoptera
and Diptera (Chironomidae). Collectors-filters had a range between
8.97 and 4.37%, with a family of Diptera (Culicidae) (Table 1).

The greater representativeness of predators may be related to the
high structural complexity of the habitat generated by macrophytes
(Heino, 2000), which is an indicator of an abundant food supply.
Particularly, aquatic vegetation constitutes a refuge zone for
invertebrates to avoid predation by fish, therefore representing an
important supply for predatory invertebrates whose number can
increase when there is more prey (De Neiff & Neiff, 2006).

Environmental conditions of macrophyte habitat and aquatic
insect community. Regarding the abiotic variables analyzed in the
three studied wetlands, pH, water temperature, and transparency
showed significant differences among wetlands (ANOVA, p<0,05),
with pH and transparency presenting their highest averages in Plaza
Seca wetland, and water temperature in La Grande wetland. The
remaining variables did not have significant differences (ANOVA,
p>0.05) (Table 2); however, dissolved oxygen, alkalinity, electrical
conductivity, and total solids were higher in La Grande wetland.
As for nutrients, these tend to be higher in La Grande (Nitrites),
Plaza Seca (Nitrates) and La Negra (Orthophosphates) wetlands.
Ammonium was not detectable. Depth was greater in La Negra
wetland.

Dissolved oxygen and pH variables had values similar to those
reported for other wetlands in the Atrato basin, such as the studies
conducted by Mosquera-Murillo & Cérdoba-Argén (2015) and
Mosquera-Murillo  (2020). According to Martinez-Rodriguez
& Pinilla-A. (2014), one of the wetland characteristics is oxygen
deficiency, as a result of slow exchange with air since water
turbulence is less than that of a river. As for pH, the recorded values
are largely attributable to the nature of the soils in the zone, which
are acidic like those of the majority in the department of Chocd,
being within the limits for the survival of aquatic organisms that is
between 4.5 to 8.5 (Rolddn & Ramirez, 2008). Water temperature
averages, in turn, are typical of aquatic environments located in
tropical regions, with values between 25 and 30°C (Rolddn &
Ramirez, 2008).

Electrical conductivity, alkalinity and total dissolved solids variables
were within the ranges established for Colombian neotropical
ecosystems, with values less than 1,500 pS.cm™, 100 mg.L" and
200 mg.L‘l, respectively (Rolddn & Ramirez, 2008). Transparency
is within the values established for wetlands in Colombia
(<1.13 m), while depth is associated with variations in the flow
of Atrato River, as a result of the climatic regime of the zone.
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Table 1. Taxonomic list and ecological indexes of aquatic insects associated with macrophytes in three wetlands in the middle basin of Rio Atrato,
Chocé (Charéd-Serna ez al. 2010; Rodriguez-Barrios ez al. 2011; Rivera-Usme et al. 2013).

Wetlands
Order/Family Genus Total abundance | Relative abundance | Functional group
La Grande | Plaza Seca La Negra
Odonata
Acanthagrion 5 5 3 13 1.99 Pre
Telebasis 9 8 5 22 3.36 Pre
Coenagrionide
Ischnura 5 0 5 0.76 Pre
Argia 3 0 0 3 0.46 Pre
Libellulidac Macrothemis 11 8 2 21 3.21 Pre
Tramea 14 37 7 58 8.87 Pre
Aeschna 2 0 0 2 0.31 Pre
Aeschnidae Coryphaeschna 1 0 0 1 0.15 Pre
Boyeria 5 1 0 6 0.92 Pre
Proteneuridae | Protoneura 8 20 1 29 4.43 Pre
Coleoptera
Noteridae Hydrocanthus 36 62 15 113 17.28 Pre
Dytiscidae Laccophylus 16 10 11 37 5.06 Pre
Ephemeroptera
Callibaetis 4 8 4 16 2.45 CG
Baetidae Americabaetis 1 0 1 0.15 CG
Cloeodes 1 2 0 3 0.46 CG
Caenidae Caenis 12 4 9 25 3.82 CG
Leptohyphidae | Leptohyphodes 4 0 0 4 0.61 CG
Hemiptera
Notonectidae | Notonecta 4 0 0 4 0.61 Pre
Corixidae Tenagobia 14 11 32 4.89 Pre
Gertidac Telmatometra 3 12 15 2.29 Pre
Rheumatobates 48 11 59 9.02 Pre
Hydrometridae | Hydrometra 1 0 1 0.15 Pre
Naucoridae Ambrysus 0 9 1.38 Pre
Pelocoris 4 0 0.61 Pre
Hebridae Hebrus 8 0 8 1.22 Pre
Mesoveliidae Mesovelia 5 5 10 1.53 Pre
Belosomatidae | Belostoma 1 5 3 9 1.38 Pre
Pleidae Neoplea 10 9 3 22 3.36 Pre
Diptera
Ablabezmyia 11 8 2 21 3.21 CL
Chiromomidae | Chironomus 4 1 5 0.76 CL
Pentaneura 3 0 3 0.46 CL
Chaoboridae Chaoborus 0 11 11 1.69 Pre
Sg:emp"g"‘ Bezzia 3 24 18 45 6.88 Pre
Culicidac Culex 0 0 2 0.31 CF
Culiseta 14 14 34 5.20 CF
Lepidoptera
Crambridae Petrophila 1 1 0.15 CL
Diversity 2.26 £ 0.145 | 2.39 £ 0.097 | 2.07 + 0.373
Specific Richness 13 + 3.697 15 +2.63 11 +4.031
Dominance 0.13£0.012 { 0.11 £0.017 | 0.16 + 0.056

Pre= Predator; CG=Collector-Gatherer; CF= Collector-Filterer; CL= Collector
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Figure 2. Abundance of specimens of insect orders found in the studied wetlands in the middle part of Atrato River.

Table 2. Abiotic variables of the studied wetlands in the middle part of Atrato River.

Wetlands
Abiotic Variables p-Value
La Grande Plaza Seca La Negra

Dissolved Oxygen (mg/L) 6.18 £ 0.85 5.93 £0.23 5.59 +0.84 0.5063
pH (units) 5.53 +0.38 6.26 +0.32 5.61 £ 0.39 0.0371
Water Temperature (°C) 28.88 +0.71 27.26 +0.79 28.21 +0.93 0.0498
Alkalinity (mg/L) 34.24 £ 27.63 22.22+22.24 24.88 + 24.90 0.7812
Electrical Conductivity (pS/cm) 196.67 + 26.35 167.93 + 37.78 147.66 + 49,25 0.254
Total dissolved solids (mg/L) 147.28 + 83.24 85.11 + 15.78 115.87 + 17.18 0.2636
Nitrites (mg/L) 0.089 + 0.05 0.0705 + 0.04 0.0839 + 0.05 0.8466
Nitrates (mg/L) 0.648 + 0.41 0.752 + 0.44 0.688 + 0.63 0.9444
Ammonium (mg/L) <0,010 <0,010 <0,010
Orthophosphate (mg/L) 0.102 £ 0.15 0.070 + 0.06 0.117 £ 0.45 0.3598
Transparency (m) 0.45 +0.19 0.85 +0.09 0.84 +0.17 0.0073
Depth (m) 1.392 £ 0.35 1.933 + 0.43 2.389 + 0.82 0.0992

Average values * standard deviation

Nitrites were found in low concentrations in the studied wetlands
in comparison to nitrates. According to Wetzel (2001), nitrogen as
nitrites tends to be low in aquatic systems, since it quickly changes
to nitrates depending on the oxygen concentration in water, or to
reduced forms such as ammonium if the conditions are anoxia,
a situation that may be occurring in the studied wetlands. As for
ammonium, the values were extremely low and were below the
detection range. Orthophosphates, in turn, had averages above
0.05 mg.L", which is the limit required for aquatic life.

According to the canonical correspondence analysis, the first
two canonical axes explain 68.32% of the variance. The analysis
demonstrates that organisms of the Protoneuridae, Pleidae,
Chironomidae and Culicidae showed a positive relationship
with electrical conductivity, nitrites, and nitrates and a negative

Gerridae, and
Ceratopogonidae were negatively related to electrical conductivity,

relationship  with  transparency.  Corixidae,
nitrites, and nitrates and positively to transparency. Caenidae and
Culicidae were positively associated with phosphates and depth,
while Dytiscidae showed an opposite relationship (Figure 3).

The association shown between the aquatic insect community
and the physicochemical conditions of the aquatic ecosystem has
been highlighted in research such as that of Rocha-Ramirez ez al.
(2007) and Ruaa-Garcia (2015); which ratifies the close correlation
between organisms and environmental factors. In this sense,
physicochemical factors are considered by various authors, such as
Dominguez (2009), as the aspects that have the most influence on
the distribution, abundance, and richness of aquatic insects. For
Salles & Ferreira-Junior (2014), physicochemical variations along
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with other characteristics, such as the substrate, are determining
factors that influence the adaptation of organisms. Thus, some
aquatic insect groups show morphological adaptations in the
shape and structure of their gills, in response to changes in water
temperature and oxygen availability (Barbour ez 2. 1999), changes

in pH can influence physiology and development of some insects,
with morphological variations in response to the water acidity
(Allan, 2004), and turbidity can affect eye morphology and sensory
structures (Merritt et al. 2008).

Figure 3. Canonical Correspondence Analysis (CCA) showing the relationship between the aquatic insect taxa of the studied

wetlands and the abiotic variables analyzed.
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ABSTRACT

Understanding the trophic ecology of fish and how they use
resources in space and time is important to support conservation
and management actions. The trophic ecology of Brycon henni in
the Nare and Guatapé rivers, Magdalena river basin, Colombia was
determined. Five field samplings were carried out between October
2007 and January 2010, in rainy, dry, and dry-to-rainy transition
periods. Stomachs of 262 specimens were collected. A Kruskall-
Wallis analysis and a Mann-Whitney pairwise comparison test
was performed to detect differences in the alimentary importance
index of each food category between sex, size class, hydrological
period and basins (Nare vs Guatapé). The Levin's Measure of
Niche Breadth and the Morisita’s Diet Overlapping Index were
calculated to establish differences between size class in the different
hydrological periods. Vegetable material was the most important
food item, followed by Insecta, and fish. Individuals from Guatapé
basin consumed more plant material and fish and fewer insects.
We observed increased consumption of plant material and fish in
ontogeny. Levin’s niche breadth was lower and diet overlapping
between individuals of length classes was higher during rainy
period because the diet was mainly based on plant material. The
diet of B. henni was composed mainly of plant material and Insects,
and to a lesser extent from other groups such as fish, crustaceans
and arachnids.

Keywords: Andean rivers; Freshwater fish; Ontogenetic changes;
Species conservation; Stomach contents.
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RESUMEN

La comprension de la ecologfa tréfica de los peces y la forma en que
utilizan los recursos en el espacio y en el tiempo es importante para
la toma de acciones para su conservacion y manejo. Se determiné la
ecologfa tréfica de Brycon henni en los rios Nare y Guatapé, cuenca
del rio Magdalena, Colombia. Se realizaron cinco muestreos entre
octubre de 2007 y enero de 2010, en periodos de lluvia, seca y
transicién de seca a lluvia. Se recolectaron estémagos de 262
ejemplares. Para detectar diferencias en el indice de importancia
alimentaria de cada categorfa de alimentos entre sexo, clase de talla,
periodo hidrolégico y cuencas se realizé un andlisis de Kruskall-
Wallis y una prueba de Mann-Whitney. Se calculd la amplitud del
nicho de Levin y el Indice de superposicién de dieta de Morisita
para establecer diferencias entre clases de talla en diferentes
periodos hidroldgicos. El material vegetal fue el alimento mds
importante, seguido de Insecta y peces. Los individuos de la cuenca
del Guatapé consumieron mds material vegetal y peces, y menos
insectos. Se detecté mayor consumo de material vegetal y de peces
en individuos de mayor tamafio. La amplitud de nicho fue menor
y la superposicién entre clases de talla fue mayor en temporada de
lluvias porque la dieta se basé principalmente en material vegetal.
La dieta de B. henni estuvo compuesta principalmente por material
vegetal e insectos y en menor proporcién de otros grupos como
peces, crustdceos y ardcnidos.

Palabras clave: Cambios ontogenéticos; Conservacién de especies;
Contenidos estomacales; Pez de agua dulce; Rios andinos.
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INTRODUCTION

Changes in fish diet in Neotropical currents may be related to
seasonal and environmental variations (Abelha ez 2/ 2001), such as
the presence or absence of riparian vegetation, aquatic vegetation,
and the availability of resources in the environment that can vary
drastically in Andean streams between hydrological periods. For
this reason, aspects such as understanding the trophic ecology of the
fish that live in these streams, the way in which they use resources
due to migration patterns among different streams and rivers
during different stages of their life, as well as the changes in diet
occurring over time by variations in the availability of prey between
hydrological periods are important to support the conservation
measures and management actions for species that, such as the
B. henni, are subject to strong pressures due to deterioration of
riparian banks, overfishing and high pollution levels.

Brycon henni (Eigenmann, 1913) known as sabaleta in Colombia,
spreads only in the Magdalena-Cauca River basin (Montoya-Lépez
et al. 2006; Mancera-Rodriguez, 2017), and in the study zone it is
part of the subsistence fishing resource of the inhabitants of nearby
municipalities. This species is not listed in the risk categories in
the red book of freshwater fishes from Colombia (Mojica et al.
2012), but was subsequently assessed and classified in the category
of least concern (LC) in the Red List of Threatened Species of the
International Union for Conservation of Nature — [UCN (Villa-
Navarro et al. 2016). Sabaleta is a fish with omnivorous behavior
(Flérez, 1999; Magallanes & Tabares, 1999; Botero-Botero &
Ramirez-Castro, 2011), and short lateral migrations with routes
of less than 100 km have been documented among the main
courses of the rivers and adjacent streams for reproductive purposes
(Martinez-Orozco & Vésquez-Zapata 2001; Arboleda-Chacdn ez
al. 2005).

Uncontrolled fishing, the impact on water bodies related to the
change in land use that has generated deforestation due to livestock
activities and intensive use of chemicals in agriculture, as well as
pollution due to urban wastewater settled in the basins of Nare and
Guatapé rivers have drastically reduced the population sizes of this
species (Mancera-Rodriguez, 2017).

The species spawns in streams and individuals that are born remain
there and grow until they reach a size close to that of sexual maturity,
when they move to the main river bed where their adult stage goes
on. Therefore, it is important to study the changes in diet associated
with these movements during the development of the species and
the effect of the change in vegetation cover on the banks of the
water bodies where it lives. Especially because for omnivorous
species, such as the sabaleta, food resources in the form of leaves,
seeds, fruit and insects are mainly supplied by riparian vegetation
(Esteves & Aranha, 1999). This is why the presence of forest cover
in the banks of streams and rivers is important for their foraging
behavior (Vitule ez /. 2008; Abilhoa ez /. 2010).

Therefore, the objectives of this study were: (i) to characterize the
trophic ecology of sabaleta Brycon henni in tributary streams of Nare

and Guatapé rivers, in the Magdalena River basin, Colombia, and (ii)
to analyze the variations between sexes, size class, different degrees of
anthropic intervention and among hydrological periods (dry, dry-
to-rainy transition and rainy periods). Understanding the trophic
ecology features of the species will help establish recommendations
for its protection, conservation, and management.

MATERIALS AND METHODS

Area of study. The work was carried out in eight stations located
on tributaries of Nare and Guatapé rivers in the municipalities of
Concepcién, San Roque, Alejandria, San Rafael and San Carlos,
department of Antioquia, in the Magdalena River basin, Colombia
(Table 1). Six stations were established in the Nare River basin in
streams with high anthropogenic disturbance, without tree cover
on their banks, and with land uses dedicated to agricultural and
livestock activities. Two stations were set in the Guatapé River basin
in water bodies that had riparian vegetation without alterations or
with a low degree of anthropogenic disturbance. The characteristics
of the water bodies studied, their habitats and their physical-
chemical characteristics are detailed in Mancera-Rodriguez (2017).

Sampling. The specimens were collected in five samplings carried
out in the rainy period (October and November 2007, and May
2008), dry-to-rainy transition period (March 2008), and in dry
period (January 2010). The specimens were landed with SAMUS
725MP electro-fishing and 1 cm mesh eye nets. They were labeled
and preserved in 70 % alcohol in the Ecology and Wildlife
Conservation laboratory of the Universidad Nacional de Colombia,

Sede Medellin.

Analysis of stomach contents. A total of 262 stomachs of B. henni
individuals were examined, of which 147 were landed in the rainy
period, 64 during the dry-to-rainy transition, and 51 in the dry
period. Of these, 119 were females, 127 males, and 16 immature
specimens whose sex could not be determined (Table 1). For each
specimen, its standard length SL (mm) was measured with a digital
caliper, and its total weight (g), eviscerated weight (g) and weight
of each stomach contents were obtained with an analytical balance
(Ohaus Scout-Pro 202; 0.01 g). The specimens were eviscerated
for the extraction of the digestive tracts, which were weighed (g)
and preserved in 70 % alcohol. Subsequently, the separation of
the food categories was carried out with an EZ4 stereoscope (Leica
Microsystems). The emptiness index (EI) was calculated as EI =
(Se/St) x 100, where Se is the number of empty stomachs and St the
total number of stomachs analyzed.

A dietary category accumulation curve was used to assess the
sufficiency of sample size of B. henni stomachs containing
identifiable prey for all data sets. The mean and standard deviation
of the cumulative number of new preys were calculated and the
sufficiency of the sample size was statistically evaluated using the
linear regression method of Bizzarro et al. (2007).

Dietary components were separated and identified qualitatively and
Y q y
quantitatively according to volumetric and frequency of occurrence
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methods (Ricker, 1971; Hyslop, 1980), and the Alimentary
Importance Index (AlI) according to Kawakami & Vazzoler (1980)
All = Fi*VI / X(Fi*Vi), where Al = alimentary importance index,

Fi = frequency of occurrence (%) of each category and Vi = volume
(%) of each category.

Table 1. Location of sampling stations and number of individuals of sabaleta (Brycon henni) landed in the Nare and Guatapé river basins,

Magdalena River system, Colombia.

F: Females M: Males ND: Not determined

Feeding categories were identified at the lowest possible taxonomic
level and AII data were analyzed using a non-parametric Kruskall-
Wallis analysis of variance (Zar, 2010) to detect differences
in consumption rates (AIl) for each food category by sex, size
classes, hydrological period and between the basins of Nare
(high anthropogenic alteration) and Guatapé (low anthropogenic
alteration) rivers. Post hoc comparisons were also made and
evaluated through the Mann-Whitney test, using PAST software
(Hammer et al 2001). To evaluate size-related variations in
feeding habits, specimens were separated into size classes of 20 mm
standard length, taking into account the interval estimation made
by Mancera-Rodriguez (2017) in the study of reproductive aspects
of the species in these two basins of Nare and Guatapé rivers.

Clustering analysis was performed on standardized AIl values using
the Bray-Curtis similarity index (based on abundance) using the
paired grouping method to describe variations by size classes of
feeding habits using PAST software (Hammer ez a/. 2001).

The trophic niche breadth for the utilization of food resources was
calculated by size, to define whether there are marked changes in
dietary specialization, using AlI values according to Levins Niche
Amplitude measure (Krebs, 1999): Bi = 1/Zpi’, where pi is the
proportion with which each category of item i contributes to the
diet. To standardize this measure of niche breadth to a 0 to 1 scale,
the standardized niche breadth was calculated: B = Bi-1/n-1 where,
B is the Levin’s standardized niche breadth, Bi is the Levin’s niche
measure and n is the number of items in the diet. The B value

Basin Station Geographic coordinates Altitude No. specimens per No. specimens by
hydrological period sex
(m.a.s.]) Rainy Transition | Dry F M | ND
Sana Gererudis | 60191 07 N - 75009°38.6” W 1,820 17 0 6 | 10| 12| 1
Stream
El Nusito Stream 1 (05058 57 N - 75002'54.6° W | 1,256 6 12 40 10 | 11 |1
San Lorenzo Stream R » s »
6°22’19.3” N - 75°03°25.5” W 1,250 17 0 4 11 9 1
Nare
San José Stream | 507 159 19 N - 75003 26,77 W | 1,261 8 0 4| s 7 1o
Nare River 6°24°19.4” N - 74°55’ 10.7” W 694 13 10 5 19 8 1
Quicbra Cabello | (0305 0 N - 74055' 06.7” W 694 50 17 10| 32 | 41 | 4
Stream
Guatapé River 6°16’52.0” N - 75°06°00.6” W 1,209 7 1 10 8 10 0
Guatapé
vatpe | Bl Cardal Sweam | o) 646 60 N - 74055°24.6” W 898 29 2 8 | 24 | 29 | 8
147 64 51 119 127 16

is close to zero when individuals have minimal diet breadth or
maximum specialization.

The Morisita’s Diet Overlapping Index (Krebs, 1999) was calculated
for each hydrological period to define the diet overlapping between
groups I and II. The Morisita’s simplified index is shown in equation 1:

2 x Y(All; » Allyy)

_— equation 1
YAl + Y AlL,2 d

S =
where Alli is the Alimentary Importance Index of the i food
in group I and Allu is the Alimentary Importance Index of the
same item i in group II. Diet overlapping increases as Morisita’s
index increases from 0 to 1. Values close to 1 indicate high dietary
overlapping where individuals compete for the same dietary
components.

RESULTS AND DISCUSSION

Characteristics of the specimens and the diet. The size range of
the sampled specimens varied from 42.7 to 241.0 mm SL and the
weight between 1.2 and 288.1 g. The mean standard length (SL)
was 121.2 mm, and the mean total weight was 45.5 g. The average
size for females evaluated was 127.9 mm SL (53.5-241.0) and for
males 120.2 mm SL (60.0-232.5). By basin, individuals from the
Nare River basin had an average size of 118 mm SL (53.5-234.0)
and for the Guatapé River basin 127.3 mm SL (42.7-241.0). No
significant differences were detected in the size of the specimens
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evaluated or between basins, sexes or hydrological periods evaluated
(Mann-Whitney, p>0.05).

The diet category accumulation curve to evaluate the sufficiency
of the number of samples reached a plateau above 242 stomachs
analyzed, which provides a good description of B. henni diet. Of the
total number of stomachs evaluated, only one was empty, with an
emptiness index of 0.38 %. Stomach content was classified into 20
types of prey that were grouped into seven food categories (Table 2).

Two categories were classified as primary: plant material made up
of seeds, fruit, and algae (AIl: 59.65 %), and the Insecta class made
up of aquatic macroinvertebrates of various orders and remains
of non-identifiable insects (AIl: 37.80 %) (Table 2). The other
five categories were considered secondary with little contribution
to the diet: fish, made up of fish remains and scales (AIL: 1.95
%), Nematoda (AIl: 0.58 %), and the Crustacea, Arachnida and
Mollusca categories with an All less than 0.01 %, each (Table 2).

Table 2. Composition of the sabaleta (Brycon henni) diet in the Nare and Guatapé river basin, as a percentage of frequency of occurrence (%F),
percentage of Volume (%V) and percentage of the Alimentary Importance Index (AII) for all sampled stomachs (n=262).

Irems %F %V All
General 59.65
Plant Material Leaves, seeds, fruit, etc. 82.82 78.53 58.36
Algac 12.98 0.69 1.29
General 57.80
Hymenoptera 50.38 3.38 5.19
Trichoptera 48.09 0.82 5.07
Diptera 32.44 0.39 1.71
Coleoptera 35.50 0.66 1.75
Hemiptera 23.66 0.49 1.31
Insecta
Ephemeroptera 18.32 2.30 0.88
Lepidoptera 11.83 0.10 0.48
Odonata 10.69 0.01 0.33
Neuroptera 2.29 0.04 0.12
Plecoptera 8.78 0.11 0.11
Ortoptera 5.34 0.45 0.29
I 1.53 0.001 0.00
soptera
I . 63.36 10.33 20.55
nsect remains
Fish Fish remains and scales 24.81 1.64 1.95 1.95
Nematoda Ascaridida 4.96 0.01 0.58 0.58
Crustacea Decapoda 0.76 0.02 0.01 0.01
Arachnida Arachnida 1.53 0.002 0.00 0.00
Mollusca Gastropoda /Lamellibranchia 3.82 0.03 0.00 0.00
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In the middle basins of the Nare and Guatapé rivers, B. henni feeds
mainly on plant material and can be considered a herbivorous/
frugivorous species (fruit, stems, leaves, roots, as well as various
types of grass and legume seeds), which complements their
diet with insects (both aquatic larval phases and allochthonous
origin) mainly of the orders Trichoptera, Hymenoptera, Diptera,
Coleoptera, Hemiptera, and Ephemeroptera, and to a lesser extent
other groups such as fish, crustaceans and arachnids. In this regard,
it has been pointed out that several species of the Brycon genus are
consumers and seed dispersers of various species of riparian plants
(Horn, 1997; Gomiero et al. 2008; Reys et al. 2009; Correa ez 4l.
2015).

The species has a wide range of prey consumed and has been
considered an omnivorous species, but its diet is made up mainly
of plant material, and to a lesser extent prey of animal origin,
including several orders of insects, fish remains, crustaceans,
mollusks, annelids and even frogs (Flérez, 1999; Magallanes &
Tabares, 1999). However, Botero-Botero & Ramirez-Castro (2011)
and Feriz Garcfa ez al. (2023) found that the species had a generalist
diet with characteristics of a carnivorous species, with a tendency
to consume mainly aquatic insects and non-native organisms, and
to a lesser extent to consume plant material in the Portugal de
Piedras river (Valle del Cauca), and in the Timbio river (Cauca),

respectively. In that sense, Restrepo-Santamaria ez a/. (2022) found
that the species fed on a wide variety of terrestrial and aquatic
invertebrates, as well as plant material and seeds for the Porce III
reservoir in the department of Antioquia.

The above shows that the sabaleta is a fish species that exhibits
opportunistic eating habits and easily adapts to the different
environments and aquatic environments of the Colombian Andes
(Jiménez-Segura et al. 2016), which has allowed it to adapt even to
the lentic environments generated by the construction of reservoirs
in various water courses where the species is spread (Martinez-
Orozco & Visquez-Zapata, 2001; Restrepo-Santamaria ez al. 2022).

Changes in diet by size and effect of anthropogenic intervention.
Diet composition by sex did not have significant differences in terms
of the AII of the primary food categories in general. Therefore, the
following analyses were performed by grouping the two sexes. The
frequency of the main prey groups in the B. henni diet by size class
shows plant material and insects as the primary food source across
size categories (Figure 1). However, specimens with an SL greater
than 170 mm had a higher percentage of plant material and a lower
percentage of insects in the AIl and specimens with a SL greater
than 210 mm had an increase in the share of fish (Figure 1).

Figure 1. Frequency of the primary prey groups in the sabaleta (Brycon henni) diet by size classes (standard length) in the Nare and Guatapé river
basins, Magdalena River system, Colombia. All: Alimentary Importance Index
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Grouping analysis using the Bray-Curtis similarity index based on
AlI values for the 9 size classes distinguished two main groups:
group I (fish smaller than 170.0 mm SL) and group II (fish larger
than 170.0 mm SL) (Figure 2). Significant differences were found
between the two size groups in fish consumption that was higher

for group II (Mann-Whitney, P=0.041). Despite the values not
being significant, a higher consumption of plant material and a
lower consumption of insects were found in individuals larger than

170 mm SL (Table 3).

Figure 2. Bray-Curtis similarity grouping dendogram based on Alimentary Importance Index (AIl) values by size classes for sabaleta (Brycon
henni) in the Nare and Guatapé river basin, Magdalena River system, Colombia

Insect consumption was important in specimens smaller than
170 mm SL and higher in streams with greater anthropogenic
impact and less tree cover on their banks. Specimens with an SL
greater than 170 mm showed higher consumption of plant material
and less insect consumption, and specimens with an SL greater than
210 mm showed an increase in fish amount in their diet. These
ontogenic changes are consistent with the reports about other
species of the same genus by Drewe ez al. (2004), who found that
B. guatemalensis went from a carnivorous diet of insects in younger
fish to a diet of fruits and leaves as adults in streams in Costa Rica.
Similar results were found by Albrecht ez al. (2009) for B. gouldingi
and B. falcatus in Brazil, who pointed out that smaller individuals
mainly consumed terrestrial arthropods and larger individuals
mainly consumed seeds and fruit.

Between basins with different degrees of anthropogenic intervention,
differences in diet were observed with greater consumption of plant
material (Mann-Whitney, P=0.009) and fish (Mann-Whitney, P=0.021)
in the Guatapé River basin that presents low anthropogenic alteration,
and greater consumption of insects in the Nare River basin that has a
higher degree of anthropogenic intervention (Mann-Whitney, P=0.004)
(Table 3). This is related with the findings by other authors who have
associated the presence of forest cover on the riparian banks of the streams
with a greater consumption of leaves, seeds, fruits, but also insects that
are mainly supplied by riparian vegetation (Esteves & Aranha, 1999;
Vitule ez al. 2008; Abilhoa et al. 2010). It is also consistent with the
reports for species of the Brycon genus that largely consume non-native
foods, showing the importance of maintaining riparian forests (Gomiero
et al. 2008; Albrecht et al. 2009; Reys et al. 2009).

Table 3. Variation in the Alimentary Importance Index (All) of the different categories of prey in the sabaleta (Brycon henni) diet by sex, size
groups and basin in the Nare and Guatapé rivers, Magdalena River system, Colombia. SL = Standard Length

Sex Size Basin
Mann-Whitney Mann-Whitney Mann-Whitney

Type of food Group I Group 11 )

Females | Males p-Value p-Value Nare | Guatapé p-Value

<170 mm SL | > 170 mm SL

Plant Material 58.33 60.47 0.750 57.35 71.73 0.111 55.40* | 69.45* 0.009*
Insecta 40.08 36.00 0.375 40.41 23.92 0.080 42.41% | 27.19* 0.004*
Fish 1.07 2.80 0.093 1.54* 4.33* 0.041* 1.34* | 3.35* 0.021*
Other 0.52 0.73 0.634 0.70 0.02 0.574 0.85 0.01 0.064

* Statistically significant differences (p<0.05)
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However, the significant increase in insect consumption in the
streams of the Nare River basin, whose banks have undergone high
deterioration and loss of forest cover, shows that those species that
take advantage of non-native foods, such as the sabaleta can modify
their feeding habits due to changes in riparian vegetation.

Variation in diet for different hydrological periods. During the
rainy period, a greater consumption of plant material was observed
in the sabaleta specimens evaluated in the two size groups and
there were no significant differences (Mann-Whitney, p>0.05)
in the consumption of the different food categories. However,
during the dry period, Group I had differences with a lower
consumption of plant material (Mann-Whitney, P=0.031) and fish
(Mann-Whitney, P=0.001) compared to Group II and a higher
consumption of insects in its diet (Mann-Whitney, P=0.041).

Additionally, during the transition period from dry season to rainy
season, Group I had differences with a lower consumption of plant
material (Mann-Whitney, P=0.010) compared to Group II and a
higher consumption of insects (Mann-Whitney, P=0.010) (Table
4). Levin’s Niche Breadth was lower in the rainy period (B=0.080
and 0.131 for Group I and II, respectively) because the diet was
based primarily on plant material for the two groups. During the
dry period it was B=0.262 for Group I and B=0.255 for Group II,
and in the transition period B=0.242 for Group I and B= 0.300
for Group II, with a tendency towards a more generalist diet in
these two periods. Similarly, Correa & Winemiller (2014) found
that Brycon falcatus and B. melanopterus exhibited frugivorous
feeding habits during the rainy season and their diet changed to
insectivorous habits in the dry season in the Colombian Amazon
region.

Table 4. Variation of the alimentary importance index (AlI) of the different categories of prey in the sabaleta (Brycon henni) diet by size

groups in the different hydrological periods in the Nare and Guatapé river basins, Magdalena River system, Colombia. Group I: < 170 mm

SL, Group II: > 170 mm SL.

. Dry-to-Rai . .
Type of food Dry period Mann-Whitney T ariz’itiz 0 Ié)l:r?; d Mann-Whitney Rainy period Mann-Whitney
Group I | Group II p-Value Group I | GroupII p-Value Group I | Group II p-Value

Plant

. 42.44* 73.03* 0.031* 32.32* 61.89* 0.010* 73.93 73.72 0.895
Material
Insecta 50.32* 10.41* 0.006* 67.45* 39.09* 0.010* 24.58 26.10 0.636
Fish 4.66* 16.55* 0.001* 0.22 0.00 0.351 1.11 0.14 0.684
Other 2.58 0.01 0.454 0.01 0.02 0.272 0.38 0.04 0.302

* Statistically significant differences (p<0.05)
SL = Standard length.

High overlapping in the species diet was detected between both
size groups with a Morisita’s index value of Sam = 0.957. Diet
overlapping had its maximum value during the rainy period (Sam =
0.995), in which the two groups fed mainly on plant material and
insects, mostly on the orders Hymenoptera, Trichoptera, Diptera,
Coleoptera and Hemiptera. In the transition period the value was
Sam = 0.833 with a greater consumption of insects by individuals
smaller than 170 mm SL and a decrease in consumption of plant
material. In the dry season, the Morisita’s index value was the lowest
(Saw = 0.803), because Group I had a lower consumption of plant
and fish material, and a higher consumption of insects than Group
I1. For the three periods, the value indicates a strong overlapping in
the diet for the species with consumption of the same food groups,
although with different proportions in each group depending on
the hydrological period.

Frugivorous species such as B. henni have been strongly affected by
fishing, deforestation from livestock activities and pollution due to
the use of chemicals in agriculture on the banks of streams in the
Nare and Guatapé river basins. This has caused a decrease in size
and in average size at sexual maturity (Mancera-Rodriguez 2017),
which affects their potential as possible seed dispersers, which is
carried out by larger fish.
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ABSTRACT

Homogeneous photo-Fenton photocatalysis is one of the most
widely used advanced oxidation processes in treating wastewater
containing pesticides, where optimizing the catalyst dosage and
oxidizing agent, with the response being mineralization in terms of
total organic carbon (TOC) or removal of the specific contaminant,
is the goal of any experimental design. Experimental development
in treatment processes necessitates executing a significant number
of experimental conditions that require the use of reagents, energy,
and execution time. Therefore, modeling such phenomena emerges
as an alternative to these limitations in wastewater treatment. In
this research, the influence of factors FeSOs and H20x, each at three
levels, on the mineralization of a synthetic solution of the insecticide
Carbendazim (50 mg.L") in terms of TOC was evaluated using
a multiple linear regression model optimized by response surface
methodology. The main results established that the best model
fit considers the interaction between FeSOs and H20: (Xi*X2)
and the quadratic terms of each XE.XD) with p-values<0.05. The
validation of the model using the Leave-One-Out Cross Validation
(LOOCYV) technique, as well as accuracy and precision through
residual analysis and ordinary least squares assumptions, confirms
the validity of the conclusions derived from i.

Keywords: Carbendazim; Pesticides; Photo-Fenton; Polynomial
regression; Regression model.
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RESUMEN

La fotocatdlisis homogénea foto-Fenton es uno de los procesos
de oxidacién avanzada mds utilizados en el tratamiento de aguas
residuales con contenido de pesticidas, donde la optimizaciéon de la
dosis de catalizador y el agente oxidante, teniendo como respuesta
la mineralizacién en términos de carbén orgnico total (COT) o la
eliminacién del contaminante especifico, son el objetivo de cualquier
disefio experimental. El desarrollo experimental en los procesos de
tratamiento requiere la ejecucién de una cantdad significativa de
condiciones experimentales que necesitan el uso de reactivos, energfa
y tiempo de ejecucion, por lo tanto, el modelamiento de este tipo de
fen6menos surge como una alternativa a esta limitante en los tracamientos
de aguas residuales. En esta investigacién, se evalud la influencia de los
factores FeSO4 y H20:, cada uno en tres niveles, en la mineralizacion
de una solucién sintética del insecticida Carbendazim (50 mg.L’l), en
términos de COT, mediante un modelo de regresion lineal multiple y
optimizado por una supetficie de respuesta. Los principales resultados
establecieron que el mejor ajuste del modelo se da teniendo en cuenta la
interaccién entre el FeSOs4 y el H202 (Xi*X2) y los @érminos cuadréticos
de cada una de ellas (x7,x2) con p-values <0,05 y que la validacién
del modelo, mediante la técnica Leave-One-Out Cross Validation
(LOOCYV), asi como la exactitud y la precisién, mediante el andlisis de
residuos y el supuesto de minimos cuadrados ordinarios, establecen que
las conclusiones que se deriven de él son vélidas.

Palabras clave: Carbendazim; Foto-Fenton; Modelo de regresion;
Plaguicidas; Regresién polinémica.
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INTRODUCTION

The current demand for food has increased the need for greater
agricultural production worldwide, which causes the exponential
use of pesticides (Sun ez al. 2018), which are considered toxic
substances for pest control and to increase crop yields (Vagi & Petsas,
2019) and generate a significant impact on the environment if their
means of propagation are not controlled (Badii & Landeros, 2015).
The Department of Valle del Cauca in Colombia is a particular case
of the above inference and is the area of influence of this research
study, so it is necessary to develop research on technologies for the
treatment of wastewater containing pesticides in the region.

Wastewater containing pesticides is generated by the uncontrolled
washing activity of spraying equipment and is mainly discharged
into water sources, which is the most important means of
transportation and affectation, thus creating the need to propose
treatment alternatives capable of degrading substances that are not
compatible with classical biological treatments, due to their high
toxicity. Advanced oxidation processes (AOP) can be used as a
pretreatment step to reduce high toxic concentrations to the point
where inhibition is not so significant (Liberatore ez al. 2012) or
to obtain total mineralization of the pollutants, according to the
objective of each treatment.

One of the most widely used AOPs for the decontamination of
wastewater containing pesticides is photo-Fenton Photocatalysis,
which consists of a mixture of hydrogen peroxide (H202) and
divalent iron (Fe™) catalyst species in low amounts, operating at
room temperature and under acidic pH values (Vagi & Petsas,
2019), mediated in a parabolic compound collector in the presence
of solar radiation. This process has proven effective in the removal
of several organic compounds and pathogens (Aguas et al. 2017;
Serra-Clusellas ez 2/ 2018). However, the acidic conditions under
which this treatment is effective make the process economically
unattractive (De la Obra et al. 2017; Esteban Garcia et 2l 2018),
subject to this, most of these AOPs pose a huge challenge concerning
their operational costs, sustainability, and overall feasibility (Sgroi
et al. 2020), making the development of experiments requires time,
labor, and money.

As an alternative to counteract the limitations of experimentation,
modeling is implemented from the general design and arises
to replace the hours spent in the laboratory with fast computer
simulations to obtain the correct predictions of the process
behavior, taking into account an advance in this field related to
sustainability and the use of technologies (Gojun ez a/. 2021). This
points out the relevance of proposing a model for the treatment of
wastewater containing pesticides by homogeneous photo-Fenton
photocatalysis to enhance its advantages and reduce the limitations
involved.

The modeling for the photo-Fenton process has been developed
with several objectives, one of them was related to knowing the
degradation kinetics through a mathematical model that describes
the degradation of a dye by photolysis, which provided important

information about the behavior of the system that depends on the
structure of the model pollutant, the type of iron catalyst and the
presence of ultraviolet light, which influences the overall efficiency
of the process (Kusic ez al. 2009), another similar case where
a mathematical model was developed using kinetics for acetic
acid consumption and first-order kinetics for hydrogen peroxide
photolysis, estimating the apparent kinetic constants and testing
the accuracy of the model under different experimental conditions
to evidence its predictive capability (Sannino ez a/. 2013).

Artificial neural networks (ANN) have also been used as
modeling alternatives together with the genetic algorithm for the
optimization of several parameters such as H>O: dosage, treatment
time, and pH among others, allowing a prediction performance
and validation of the optimal results through experimental data,
confirming the reliability of this approach (Talwar ez /. 2019). The
response surface methodology (RSM) has also had its contribution
oriented to provide a simple model capable of quantitatively
describing the system performance within the experimental
domain studied, through an analysis of influential variables such
as inlet pH, outlet pH, the hydraulic retention time (HRT) and
the H202 dose concerning the response variable of the percentage
decolorization of a dye, resulting in a simple polynomial equation
capable of predicting color removal in a wide range of experimental
conditions, and also showed that the pH of the reactor and the
HRT are the key factors that influenced the system response
(Donadelli e /. 2020).
Therefore, a mathematical model is proposed for the
decontamination of agro-industrial wastewater (with Carbendazim
content) mediated by a homogeneous photocatalytic advanced
oxidation process photo-Fenton, having as model factors in the
process the H202 concentration at three levels (100, 1020, and 2000
mg.L"), the FeSO4 concentration in three levels (41.55, 442.35
and 841.75 mg.L"). The independent variable will be total organic
carbon (TOC), which measures at the beginning and end of each
experimental combination, considering the accumulated UV energy
of 0 and 16.5 W.m™, respectively. The combinations of experiments
were randomized in the statistical program StatGraphics Centurion
XIX, which yielded a total of eleven (11) experimental runs with
replication at the central points of the H202 and FeSOs variables.

MATERIALS AND METHODS

During the research, a methodology was developed consisting of
four main phases: pesticide selection, wastewater characterization,
experimental set-up, and modeling and analysis.

Pesticide selection. The selection of the pesticide is carried out
through two subphases: the first one is a pre-selection according
to the frequency of use in the Department of Valle del Cauca,
where initially the crop zones were analyzed, classified according
to the area and the pesticides of periodic use in the areas of greater
extension are identified. In the second subphase, a toxicological
and physicochemical classification was carried out, in addition to
identifying the proportions of pesticides used in each case.



Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 27(1):e2253. January-June, 2024

Wastewater and characterization. This phase consisted of
defining the origin of the wastewater, which in this case was
characterized as effluents from the washing of spraying equipment
after field application of the product on the crop, determining its
physicochemical characteristics, and the need for prior conditioning
if necessary. In this phase, the effluent was characterized in terms of
chemical oxygen demand (COD) (section 5220D. Closed reflux -
Colorimetric method), biological oxygen demand (five days) BOD:s
(section 5210D. Respirometric method), total suspended solids
TSS (section 2540D. Total suspended solids dried at 103-105 °C),
temperature (section 2550B. Laboratory and field methods), color
(section 2120C. Single wavelength spectrophotometric method),
turbidity (section 2130B. Nephelometric method), conductivity
(section 2510 B. Laboratory method), pH, alkalinity (section
2320B. Titration method), acidity (section 2310B. Titration
method), and total hardness (section 2340C. EDTA Titrimetric
method), following the analytical techniques established in the
Standard Methods for Water and Wastewater Analysis (Lipps ez al.
2022).

Experimental set-up. Homogeneous photocatalysis is carried out
in a composite parabolic collector (CPC), measured by an iron
sulfate catalyst FeSOs and the oxidizing agent hydrogen peroxide
H:0: with the incidence of solar UV radiation on the treatment
system. The CPC is in an east-west direction, so that the opening
plane is perpendicular to the sun’s rays, thus achieving greater
efficiency in radiation collection. The recirculation system consists
of a 50 L.min"' constant flow pump (the flow rate was adjusted to
42 L.min" through a 1.5” globe regulating valve) and a 3/4” AC
type single phase electric motor (3450 RPM, 115V, 50/60 Hz, and
1.3 Amps). The treatment volume is 20 L, the pH is constantly
adjusted to 3.0 units with HCI and NaOH solutions.

Model factors in the process are the FeSOs catalyst dose for which
three levels are established: 41.55, 442.35, and 841.75 mg.L"; the
oxidizing agent H20: for which three levels are established: 100,
1050, and 2000 mg.L". The pH variable was always maintained at
a fixed level of 3 units since the photo-Fenton process benefits at
acid pH (Ldpez-Vinent et al. 2021; Prete et al. 2021).

The accumulated energy is evaluated at two instants: at the zero
moments of the treatment, which represent 0 W.m”, and at 16.5
W.m”, when this last value is reached, the experimental process is
terminated. An Acadus S50 radiometer with sensitivity throughout
the UV range and solar energy as a source of radiation is used for
its measurement.

The response variable is related to the TOC measurements at each
accumulated energy value for each combination of FeSOsH20:
experiments. To monitor the photodegradation of the Carbendazim
pesticide by TOC analysis, Shimadzu TOC-5050 analyzers are
used, and samples are filtered with a 0.45 pm membrane filter.
Aliquots for analysis (30 ml of solution) are taken directly from
the feed tank in amber bottles to avoid photodegradation during
transport to the laboratory.

The calculation of mineralization is calculated using equation 1.

mg.L™! mnitiat — M- L
mg. L1

Final

% Mineralization = equation 1

Initial

Where:

% mineralization: percentage of mineralization in each combination

FeSOs-H20a.

mg.L i TOC measurement at the accumulated energy of 0
W.m” for each combination FeSOs-H20s.

mg.L ins: TOC measurement at the cumulative energy of 16 W.m™
for each combination FeSOs-H20:.

With the levels of the independent variables, through the statistical
tool StatGraphics Centurion XIX, the different randomized
combinations are elaborated.

Modeling and analysis. It is proposed to perform a multiple linear
regression model taking into account a factorial design 3’ two
variables in three levels, as detailed in the initial methodological
description. The aim is to determine the influence of the FeSOs
and H20: variables on each TOC response using ANOVA analysis,
which allows the significance of the influential variables in the
process to be determined using a p-value; then the multiple linear
regression model is carried out, which results in a mathematical
equation that represents the treatment process as a function of
the variables studied and allows predictions to be made with an
acceptable error. Subsequently, a response surface is elaborated
to determine the maximum optimization routes in the process,
which can determine the maximum degradation value that could
be obtained under the experimental conditions evaluated. This
methodological part is carried out with the statistical software
RStudio Version 2023.12.1+402.

Model validation was performed using the leave-one-out cross
validation (LOOCYV) technique, which is ideal for small data sets.
In LOOCY, each point in the data set is sequentially excluded
as a test set, while the rest is used to train the model. Then, the
performance of the model with the excluded point is evaluated.
This process is repeated for all points in the data set, ensuring
thorough validation. Additionally, the accuracy and precision of
the model were evaluated using residual analysis and the ordinary
least squares assumption.

The analysis and interpretation of the results are done considering
the relevance of the variables studied on the model based on the
significance of each one of them and the R* value, specifying the
degree of influence of each one of them on the response, in addition,
to know the best optimization routes where the response variable is
maximized. The correlation between the variables, the distribution
of the response variable, and the model fit is analyzed in the model.



4 Becerra-Moreno, D.; Soto-Verjel, J.; Soto-Vergel, A.; Machuca-Martinez, F.; Ramirez-Rios, L.: Pesticide decontamination through an AOP

RESULTS AND DISCUSSION

The results are described taking into consideration the 4 phases
proposed in the methodological design.

Pesticide selection. The pesticide selection phase resulted in the
fact that the crops with the largest sowing area in the Department
of Valle del Cauca are sugar cane and coffee, as well as those with the
highest demand in terms of consumption of these chemical agents.
Thus, 5 types were evaluated in terms of toxicity and mobility,
selecting Carbendazim fungicide (in its commercial presentation
with 500 g.L‘1 of active ingredient) as the study pesticide because it
is moderately toxic and can move in the environment.

Wastewater and characterization. Two samples from the
fumigation equipment washing are provided and analyzed for the
characterization parameters defined in the methodological design,
as detailed in table 1.

The low BODs/COD fraction indicates an important limiting
factor of low biodegradability very typical of these wastewaters
(Gomes Junior et al. 2021), which justifies the photo-Fenton
process as a pretreatment step to reduce the toxic load and improve
the effluent conditions. Considering the pH, it is important to

Table 1. Physicochemical characterization of real water.

Table 2. Homogeneous photocatalysis results.

*Total organic carbon (TOC).

stabilize it to acidic conditions since the AOP is directly affected in
terms of iron photoabsorption (Gongalves ez al. 2020).

On the other hand, the values of TSS = 931 mg.L", Turbidity = 87
nephelometric turbidity units (NTU), and apparent color = 112
platinum cobalt units PCU, generate a limiting factor in the photo-
Fenton process due to the high concentration of suspended solids
that promote a light scattering effect, which is also reflected in the
high color and turbidity of the real water sample (Gomes Jdnior
et al. 2021). The above supports the implementation of synthetic
water, prepared by adding 200 ml of a 1:100 dilution of the
commercial product to the total treatment volume of 20 L, which
represents a working concentration of the fungicide Carbendazim
of 50 mg.L‘1 (approximately 100 mg.L‘1 COD and 20 mg.L-1
TOC) in the treatment process.

Experimental set-up. Table 2 presents the results of 11 experiments
for each FeSO4H:0: combination with two additional replicates
at the center point randomized in the statistical tool StatGraphics
Centurion XIX. It should be clarified that the degradation
percentages reported for TOC are at the maximum accumulated
energy of 16 W.m”.
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For the programming of the model, the variables must be coded
according to the following information:

FeSO4 = Xu

H202 = X2

% Degradation TOC = Y

Modeling and analysis. A first analysis before starting with the
development of the different models is to know the correlation
between each independent variable and the associated response.

Figure 1 illustrates this correlation by determining that in the case
of variable Y the highest correlation is with variable Xa.

Figure 1. Correlation of variables for total organic carbon TOC.

Table 3. Recoding of variables.

With the ANOVA analysis for the response with TOC, the best fit
model of the variables is given considering the interaction between
FeSOs and H20: (X1 * X2) and the quadratic terms of each one of
them (X1.X3) with p-values <0.05 which specifies the significance
of the terms.

With the ANOVA information, the multiple linear regression
model (MLR) is developed for which, the independent variables
must be recorded according to their levels: low level = -1, medium
level = 0 and high level = 1. Table 3 represents the experiments
developed with the recoded variables.



6 Becerra-Moreno, D.; Soto-Verjel, J.; Soto-Vergel, A.; Machuca-Martinez, F.; Ramirez-Rios, L.: Pesticide decontamination through an AOP

The MLR again specifies the significance of the terms described
in the ANOVA with the conditions of p-values<0.05 and an
adjusted R* of 0.8547, which determines the relevance of the
model. Equation 2 shows the MLR model for the treatment of the
synthetic water sample with 50 mg.L" Carbendazim in a photo-
Fenton process, in a range of FeSOs from 41.55 - 841.75 mg.L‘1
and H20: from 100 - 2000 mg.L‘l, having as response variable the
percentage of mineralization in terms of TOC.

Vi = 66.489 + (4.2 xX,) + (11083 * X,) — (8.874 + X2)

tion 2
— (6424 * X2) + (7.625X,* X) equation

With the MLR data, the response surface is made for the experimental
data, to know graphically the optimal conditions of the process and to
see more clearly the behavior of the influential variables in the TOC
degradation.

Figure 2. Total organic carbon TOC model response surface.

The canonical.path function allows through the MLR model and
the response surface, to know the best optimization path of the
experimental conditions, resulting in a maximum degradation
obtained by the treatment process of 75 % and it is not possible to
reach higher values even if the doses of catalyst and oxidizing agent
were increased. Furthermore, the function corroborated that these
maximum TOC degradations occurred at values close to the high
levels of the independent variables.

In the methodology, the LOOCV technique was employed,
taking advantage of the entire data to train and test the model,
which reduces the bias in estimation compared to other validation
techniques. According to Kassambara (2017), the estimated test
error will always be constant with LOOCV over the entire data
set. The average results show an RMSE of 4.537, R-squared of
0.860, and MAE of 2.869, concluding that the best model fit is the
one represented in equation 2. To reinforce the validation of the
model, figure 3 shows the pattern followed by the residuals, which
was random, without trend or constant variance, and adjusted
to a normal distribution, ratifying the ordinary least squares
assumptions for the model.

The response surface illustrated in figure 2 shows that the maximum
degradation value occurs at the high level of both factors, i.e., for FeSOs=
841.75 mg.L"" y H202=200 mg.L" with 75% degradation. This result is
consistent with figure 1 which showed the highest correlation between
X2 (H202) and Y (% TOC degradation) response; this indicates that
higher doses of oxidizing agent have higher degradations for this case.
However, values close to this same percentage of degradation occur at the
medium level of FeSOs and high H20: with 72.2 % and the medium
level of FeSOs and medium H2O: with 72.0 %. The degradation by
TOC is affected as the oxidizing agent conditions decrease.

Several research studies have been conducted regarding the
analysis of influencing variables and the optimization of these
parameters in Fenton and photo-Fenton processes for the removal
of different compounds. For instance, Schenone ez al. (2015)
employed a photo-Fenton process to eliminate the herbicide
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in a solar simulator. They
applied a factorial experimental design combined with RSM to
evaluate the influence of temperature and peroxide concentration
on herbicide degradation. The results demonstrated that herbicide
conversions after 180 minutes fit a quadratic model, utilizing
multiple linear regression analysis to calculate model coefficients
and variance analysis.

On the other hand, Mitsika ez 2/. (2013) addressed the removal
of the insecticide Acetamiprid using a Fenton process exploring
different concentrations of H20: and Fe** and employing a central
composite design to examine the effects of these concentrations on
insecticide degradation kinetics. The results showed a satisfactory fit
to a quadratic model and highlighted that an increase in hydrogen
peroxide concentration accelerated insecticide degradation kinetics.
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Figure 3. Validation of the total organic carbon TOC model.

Saini & Kumar (2016) investigated the removal of the
organophosphate insecticide Chlorpyrifos through a Fenton
oxidation process. They used a central composite design based on
RSM to study the influence of variables such as initial pH, H20z,
and catalyst concentrations on insecticide removal efficiency. The
results indicated that H2O: was a crucial factor in the reaction and
that its concentration significantly affected Chlorpyrifos removal
efficacy.

As a specific case, Toor et al. (2021) studied the removal of TOC
and color in pig wastewater using a Fenton process, with prior
They

employed response surface methodology to optimize FeSOs and

biological and coagulation-flocculation pretreatments.

H:0: doses, achieving significant TOC and color removal under
optimal conditions. FeSOs was observed as the most influential
factor in TOC removal, while H20:2 was crucial for color removal,
emphasizing the importance of these parameters in the process.
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In summary, the analyzed studies demonstrate the effectiveness of
the Fenton process and its variations in removing contaminants such
as herbicides, insecticides, and organic compounds in wastewater,
underscoring the importance of optimizing operational conditions
to achieve greater efficiency in degrading these compounds.

This research modeled the homogeneous photocatalysis process
photo-Fenton for the treatment of the synthetic water sample with
50 mg.L" Carbendazim in a photo-Fenton process, in a range of
FeSOs from 41.55 - 841.75 mg.L‘1 and H20: from 100 - 2000
mg.L", having as response variable the percentage of mineralization
in terms of TOC. The fitting method implemented for the TOC
response was multiple linear regression resulting in a model with
an adjusted R” = 0.8547. The model was validated using residual
analysis, indicating that the errors are independent, follow a normal
distribution, and have constant variance. Therefore, the model and
the conclusions derived from it are valid.

The comparative analysis conducted in this study reveals a trend
towards optimizing operational conditions in Fenton processes
to achieve greater efficiency in degrading harmful chemical
compounds present in wastewater.

There is a convergence in the use of advanced experimental
designs, such as factorial experimental design and RSM, to assess
the influence of key variables like H202 concentration and catalyst
concentration (Fe™) on the degradation kinetics of contaminants
like herbicides, insecticides, and organic compounds.

The results indicate that increasing H202 concentration leads to
faster degradation kinetics of the studied contaminants, suggesting
that hydrogen peroxide plays a crucial role as a limiting reagent in
Fenton oxidation processes. Furthermore, the importance of fitting
to mathematical models, such as the quadratic model, to adequately
describe the kinetics of contaminant elimination is evident, along
with the use of central composite designs and quadratic polynomial
regression analysis to establish significant relationships between
operational variables and contaminant removal efficiency, thus
facilitating treatment conditions optimization.

Practically speaking, it is noteworthy that optimizing operational
variables like FeSOs and H20: dosage can result in significant
contaminant removal, as observed in TOC reduction. These
findings underscore the feasibility and effectiveness of Fenton
processes and their variations for treating wastewater contaminated
with organic and inorganic chemical compounds.
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RESUMEN

Los residuos agricolas son una fuente de celulosa que puede ser
aprovechada para producir enzimas hidroliticas, como las celulasas,
mediante accién microbiana. Estas celulasas son utilizadas en
procesos extractivos de biomoléculas, en la produccién de biogds, en
la industria textil, detergente, alimentaria y del papel. El propésito
del estudio es la obtencién de celulasas bacterianas utilizando
residuos orgdnicos, generados en plazas de mercado. Se realizaron
dos medios de cultivo (Al y A2), a partir de ameros de mazorca y
céscaras de leguminosas, ajustando el pH del medio Al a7,0 y el de
A2 a 5,0. Los medios fueron fermentados por 75 horas, mediante
la cepa bacteriana C6M2, aislada de residuos de plazas de mercado,
monitoreando la actividad enzimdtica, la concentracién de azicares
reductores y la celulosa residual. La mdxima actividad celulolitica
se logré a las 56 horas de fermentacién en Al y a las 32 horas,
en A2. El extracto enzimdtico se precipitd, dializé y ultrafilerd,
obteniendo una actividad final de 9,07 + 0,48 U/mL. Los ameros
y las cdscaras de leguminosa se pueden aprovechar como sustratos
en la produccién de celulasas, con posibles aplicaciones en procesos
donde requieran bajos grados de pureza.

Actividad  enzimdtica;

Palabras clave: Actividad celulolitica;

Celulosas bacterianas; Enzimas bacterianas; Residuos agricolas.

Aceptado: mayo 16 de 2024
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ABSTRACT

Agricultural wastes are a source of cellulose that could be used to
produce hydrolytic enzymes such as cellulases by microbial action.
Cellulases are used in the extractive process of biomolecules, in
biogas production, textile, detergent, food, and paper industry. The
study purpose is the obtention of bacterial cellulases using organic
wastes generated in marketplaces. Two culture media were done
(Al and A2) with corn cob leaves and legume seed pods adjusting
the Al medium pH at 7.0 and the A2 pH at 5.0. The media were
fermented for 75 hours by the bacterial strain C6M2, isolated
from marketplace wastes, and the enzyme activity, reducing sugar
concentration, and residual cellulose were monitored. The maximum
cellulolytic activity was obtained at 56 hours of fermentation in Al
and in A2 it was at 32 hours. The enzyme extract was precipitated,
dialyzed and ultra-filtrated obtaining a final activity of 9.07 + 0.48
U/mL. The corn cob leaves and legume seed pods can be used as
substrates in the production of cellulases which might be applied in
processes with low requirements of enzyme purity.

Keywords: Agriculture wastes; Bacterial cellulases; Bacterial
enzymes; Cellulolytic activity; Enzyme activity.
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INTRODUCCION

La generacién de residuos es una problemdtica, a nivel mundial,
que viene aumentando (Mojumdar & Deka, 2019) y que, a su vez,
impulsa la creacién de multiples estrategias para su valorizacién
en procesos de reciclaje, compostaje o de produccién de energfa
(Matei et al. 2021). Debido a que los residuos agroindustriales
representan una fuente importante de lignina, celulosa, almidén
y otros polimeros, son utilizados como materia prima para el
desarrollo de productos obtenidos a partir de su biodegradacidn,
como bioetanol, biogds, bioabonos, sustancias bioactivas y 4cidos
orgénicos (Speda et al. 2017; Carrillo-Nieves ez al. 2019; Halimah
et al. 2019; Mazzoli, 2021; Lemes et al. 2022).

Los residuos agricolas y agroindustriales se consideran sustratos de
bajo costo en la produccién de enzimas microbianas, aprovechando
su composicién quimica, disminuyendo costos de produccién y
minimizando los impactos ambientales asociados. Residuos, como
el bagazo de cafia de azicar, las cdscaras de naranja, la cascarilla
de arroz, el salvado de trigo y el raquis de maiz, se emplean en
la produccién de enzimas, como amilasas, pectinasas, ligninasas,
proteasas y celulasas (Poondla ez al. 2016; Akpinar & Urek, 2017).

Las celulasas son un complejo de enzimas conformado por
endoglucanasas, exoglucanasas y B - glucosidasas, que catalizan
la hidrélisis de los enlaces B 1-4 de la celulosa, produciendo
mondmeros de glucosa (Miranda Zoppas ez al. 2013). Esta actividad
catalitica es aprovechada, tanto en la produccién de bioetanol y
jarabes de glucosa a partir de material lignocelulésico como en la
extraccion de jugos de frutas y aceites de semillas. Asimismo, en la
industria detergente, textil y del papel estas enzimas son aplicadas
para mejorar la calidad de los productos, reduciendo el tiempo y
el uso de energfa en los procesos de fabricacién (Miranda Zoppas
et al. 2013; Muhammad ez a/. 2016; Niyonzima, 2021).

A pesar de las diversas aplicaciones y beneficios de las enzimas tienen
un uso limitado, debido a sus elevados precios, ocasionados por los
costos de produccion, representados en los procesos de fermentacién
y de purificacién (Ravindran ez 2/. 2018). La produccién de celulasas
a partir de residuos agroindustriales permitirfa disminuir los costos
de produccién, ampliando las oportunidades de aplicacién, a nivel
industrial, sobre todo en paises en desarrollo, como Colombia.

Teniendo en cuenta que existe un bajo aprovechamiento de residuos
orgénicos generados en las plazas de mercado y que se limita a la
produccién de compost, vermicompost, biogds y alimento para
animales (Civelek Yoruklu ez a/. 2018; Das et al. 2018; Saranraj
et al. 2018), se propone la obtencién de celulasas bacterianas a
partir de los residuos agricolas, generados en las plazas de mercado.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracién del medio de cultivo. A partir de ameros de mazorcay
vainas de leguminosas recolectadas en el cuarto de almacenamiento
de residuos de la plaza Distrital de mercado El Restrepo, en Bogotd,
se realizaron dos medios de cultivo para la produccién de celulasas.

Para cada medio se pesaron 14,5 g de residuos lavados, troceados,
deshidratados y licuados, con un contenido de celulosa de 35,3
+ 0,7 %, previamente determinado (Sdnchez-Castelblanco &
Heredia-Martin, 2022). Estos se suspendieron en 450 mL de una
solucién de nutrientes (NH4)2SOs4 0,31 g/L; KH2POs 1,5 g/L;
UREA 0,065 g/L; CaCl2H:0 0,4 g/L; MgSOs 0,3 g/L; Peptona
0,168 g/L), obteniendo una concentracién final de 1 % de celulosa.
A un medio, se le ajustd el pH a 7,0 (Medio Al), con NaOH 1M
y; al otro, se le dejé su pH inicial de 5,0 (Medio A2). Los medios se
llevaron a esterilizacién, a 115 ©C, por 7 minutos.

Produccién del inoculo microbiano. Para la produccién de los
inéculos se utilizé la cepa C6M2, correspondiente a una bacteria
celulolitica Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae,
previamente aislada de residuos orgdnicos, generados en la plaza
Distrital de mercado El Restrepo. En 150 mL de caldo BHI se
adicionaron 2 mL de la cepa ultracongelada, se incubé en un shaker
INNOVA 40, a 37 ©C y 100 rpm, por 18 horas. A partir de este
cultivo se prepararon 2 indculos de 50 mL, con una concentracién
correspondiente al tubo N° 3, de la escala de McFarland.

Fermentacién. Para la produccién de celulasas microbianas se
realizé una fermentacién en el Medio Al y otra en el Medio A2,
a partir de la cepa C6M2. A 450 mL de medio se le adicionaron
50 mL del inéculo y se incubaron en shaker INNOVA 40, a 37
°C y 150 rpm, por 75 horas. Se tomaron muestras de 4 mL a las
0, 24, 32, 48, 56, 60, 72 y 75 horas, para determinar aztcares
reductores (AR), concentracién bacteriana, actividad enzimdtica
(AE) y celulosa residual.

Determinacién de aziicares reductores en el medio. Las muestras
se llevaron a una centrifuga Hettich — Rotanta 460R, a 4.500
rpm y 7 °C, por 30 minutos. El sobrenadante se recuperd y se
utilizaron 500 pL, para determinar AR, por la técnica del 4cido 3-5
dinitrosalicilico (DNS), segtin Olanbiwoninu & Fasiku (2015). La
absorbancia de las muestras se leyé a 540 nm, utilizando un lector

de multimicroplacas marca BIOTEK — SYNERGY HIMG.

Determinacién de la concentracién bacteriana. Para verificar
la viabilidad y la concentracién bacteriana se tomaron muestras a
las 0, 24, 32, 48 y 56 horas de la fermentacién; se sembraron en
agar Plate Count Merck®, por la técnica de recuento en placa en
superficie y se llevaron a incubar a 37 °C, por 24 horas.

Evaluacién de la actividad enzimdtica. Las muestras provenientes
de la fermentacién fueron centrifugadas a 4.500 rpm y 7 °C, por
30 minutos, en una centrifuga Hettich — Rotanta 460R; luego,
en un microtubo, se tomaron 750 pL de sobrenadante (extracto
enzimdtico) y se mezclaron con 750 pL, de una solucién de
carboximetilcelulosa (CMC), al 1 %p/v, en una solucién buffer
fosfato, para determinar la AE a pH 7,0 y para evaluarla, a pH
5,0, se utilizé una solucién de CMC al 1 %p/v, en buffer citrato.
Los tubos se llevaron a bano termostatado marca Memmert, a 50
°C, por 30 minutos; después se detuvo la reaccién enzimdtica en
un bano de hielo por 5 minutos y se llevaron a centrifugar a 5.000
rpm, 20 minutos y 7 °C, en una centrifuga Benchmark Z326K.
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En 500 pL de sobrenadante se cuantificaron los AR producidos
durante la reaccién enzimdtica, por la técnica descrita en el {tem
de la determinacién de AR. Para calcular la AE, a las absorbancias
de las muestras, se les rest6 la absorbancia del punto 0 de la curva
de calibracién de glucosa y la de un blanco realizado con 750 pL
del extracto enzimdtico mds 750 pL de buffer fosfato o citrato,
sometido a las mismas condiciones de la reaccién enzimdtica. La
AE se definié como la cantidad de enzima capaz de liberar una
pmol de glucosa por mL por minuto, bajo las condiciones de
ensayo establecidas. Las reacciones enzimdticas y la determinacién
de AR se realizaron por triplicado.

Obtencidn de extractos de celulasas. Después de las 75 horas de
fermentacion, los cultivos se centrifugaron a 4.500 rpm y 7 °C, por
30 minutos, en una centrifuga Hettich — Rotanta 460. La biomasa
se preservé para cuantificar la celulosa residual, mientras que el
sobrenadante (extracto enzimdtico de celulasas), se prefiltré en una
membrana de 0,45 pm y, posteriormente, se determiné su AE.

Determinacién de celulosa residual. La concentracién de celulosa
residual se determind a las 60 y 75 horas de la fermentacién
realizada en el medio. 150 mL de muestra se centrifugaron a 4.500
rpm y 7 °C, por 30 minutos, en una centrifuga Hettich — Rotanta
460; el pellet obtenido y deshidratado, en horno Binder FED 115,
2 90 °C, por 8 a 12 horas; se digirié en medio alcalino por reflujo
abierto, con una solucién de NaOH 17,5 %, por 2 horas. Después
de neutralizar con HCI concentrado, se centrifugé a 4.500 rpm,
7 °C y 20 minutos, en una centrifuga Hettich — Rotanta 460R;
se filtré al vacio y se llevé a 105 °C, hasta peso constante, para
determinar el contenido de celulosa gravimétricamente (Kulic &
Radojici¢, 2011).

Precipitacién con sulfato de amonio (NH4)28Os4. La precipitacién
de la enzima se realizé con un porcentaje de saturacién del 80 % de
(NH4)2SOs4 (JTBaker 99,9 %). A 180 mL del extracto de celulasas
prefiltrado se le adicionaron lentamente 95,91 g de (NH4)2SOs4 y
se dejé en agitacién a 4 °C, durante 18 horas, aproximadamente.

Didlisis. La muestra precipitada con (NH4)2SOs se centrifugd
por 15 minutos, a 8.000 xg y 7 °C, en una centrifuga Benchmark
7326K. El pellet fue resuspendido en buffer TRIS-HCI pH 8,0;
posteriormente, se llevé a didlisis en una membrana de 12 a 14
MWCO (kDa), en buffer TRIS-HCI pH 8,0, se dej6 en agitacién a
4 °C, por 48 horas y, finalmente, se determiné la AE.

Ultrafiltracién. El extracto de celulasas dializado se filtré utilizando
una membrana de 0,22 pm.; al filtrado se le determiné la AE y
se pas6 a través de un cassette de ultrafiltacién SARTORIUS
VIVAFLOW 200, de 30.000 MWCO (Da). La AE de las celulasas

se evalud en el concentrado obtenido en la ultrafiltracién.

Andlisis estadistico. Las diferencias significativas entre las
actividades enzimdticas evaluadas en los extractos enzimdticos de
los medios Al y A2 a pH 5,0 y 7,0 fueron determinadas, a través
de un andlisis de varianza (ANOVA), de un factor con un nivel
de significancia (a) de 0,05, considerando diferencias significativas

para p < 0,46. Estas diferencias entre la variabilidad de las medias se
comprobaron por la prueba estadistica de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 1 y 2 se presentan los resultados de la produccién
de celulasas a partir de la cepa bacteriana nativa C6M2, aislada de
residuos vegetales, generados en una plaza de mercado, utilizando
medios de cultivo preparados con ameros de mazorca y con cdscaras
de leguminosas, con una concentracién final de celulosa al 1 %.

Los AR presentes en el medio A1, con una concentracién inicial de
0,81 +0,02 mg/mL (Hora 0), presentaron un descenso considerable,
a partir de las 24 las 32 horas de fermentacién (0,34 + 0,02 y 0,28
+ 0,01 mg/mL); sin embargo, no se presentaron concentraciones
inferiores a 0,28 + 0,01 mg/mL y en ocasiones hubo aumentos
de AR, como el caso de la hora 72 (0,96 + 0,02 mg/mL). Dichos
cambios en la concentracién se pueden explicar por el consumo de
carbohidratos por parte de las bacterias, seguida por la continua
hidrélisis de la celulosa, cuando los AR no estaban disponibles para
su metabolismo. Es, por esta razén, que se presentaron dos picos de
produccidén de celulasas, uno a la hora 32, con actividades de 25,56
+2,20 U/mL a pH 5,0y 27,78 + 0,06 U/mL a pH 7,0 y, otro, a la
hora 56, con 24,07 + 1,41 U/mL a pH 5,0 y 30,19 0,61 U/mL a
pH 7,0 (Figura 1).

La obtencién de celulasas y la concentracién de AR en el medio
A2 tuvo un comportamiento similar al presentado en el medio Al,
en el que también se presentaron dos picos de produccién a las
mismas horas de fermentacién, logrdndose la mayor produccién
a las 32 horas (30,74 + 0,95 U/mL a pH 7,0); sin embargo, en
A2 el segundo pico (56 horas) presenté menor AE, a pH 7,0
(18,15 + 0,73 U/mL) y cuando la AE se evalué a pH 5,0, este
pico no se evidencid. Adicionalmente, la AE registrada en las dos
horas consecutivas a estos picos de actividad (60 y 72) tuvieron
valores similares, entre ellas, de 11,85 + 0,01 a 14,63 = 0,73 U/
mL. Respecto a la concentracién inicial de AR en la fermentacién
del medio A2 (0,74 £0,02 mg/mL), se evidencié una disminucién
a partir de la hora 24 (0,40 + 0,01 mg/mL) hasta la hora 48 (0,24
+ 0,01 mg/mL) (Figura 2).

Aunque los tiempos de mdxima produccién de celulasas son
diferentes en los medios A1 (H56) y A2 (H32), las AE obtenidas
en estos tiempos no presentan diferencias significativas, de acuerdo
con el andlisis de varianza de un factor (p valor = 0,49). Esto indica,
que se obtienen AE similares realizando la fermentacidn, tanto a
pH 5.0 como a pH 7,0. La utilizacién del medio A2 evitarfa el uso
de bases para ajustar el pH y la utilizacién del medio Al permitirfa
la produccién de celulasas en dos tiempos de la fermentacién, con

AE de 27,78 + 0,06 U/mL y 30,19 +0,61 U/mL.

Durante la fermentacién de los medios formulados con ameros de
mazorcay cdscaras de leguminosas, la obtencién mdxima de celulasas
se observd en dos momentos, cada uno de estos fue precedido por
una reduccién en esta produccién. De la misma forma, Sharma
& Kaur (2019) evidenciaron incrementos y descensos consecutivos
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en la produccién de celulasas, a partir de la fermentacién de
residuos sdlidos agricolas durante 7 dias de cultivo. Es asi como,
por ejemplo, durante la fermentacién de salvado de arroz y trigo,

a partir de Staphylococcus sp., se observaron dos picos de actividad
méxima en los dfas 1 y 3.

Figura 1. Concentracién de aztcares reductores (AR) y actividad enzimdtica (AE), a 50 °C, a pH 5,0 y 7,0, durante la fermentacién del

Medio Al, a pH 7.0.

Figura 2. Concentracién de aztcares reductores (AR) y actividad enzimdtica (AE), a 50 °C, a pH 5,0 y 7,0, durante la fermentacién del

Medio A2, a pH 5,0.

En la fermentacién del medio A2, los dos picos de produccién
de celulasas se registraron durante la fase estacionaria del
crecimiento bacteriano, mientras que en el medio Al, el primer
pico ocurrié durante esta fase; el segundo, se present junto con
una disminucién de las UFC/mL (Figura 3). De manera similar,
las celulasas producidas por B. licheniformis 2D55, en una mezcla
de residuos agroindustriales, obtuvieron la méxima produccién de
FPasa y CMCasa, en la fase estacionaria y de xilanasa, en la fase de
muerte (Kazeem et al. 2017).

La presencia de dos picos de produccién de celulasas, a partir
de residuos agricolas, facilitarfa el paso desde una fermentacién
discontinua, como la realizada en este estudio, a una discontinua
alimentada en el que se realicen procesos de recuperacién y
separacion de las enzimas, en los tiempos en los que se observen
aumentos en la AE.
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Figura 3. Concentracién bacteriana de las 0 a las 56 horas de fermentacidn.

Las celulasas producidas en ambos medios de cultivo presentaron
mayores AE cuando la reaccién se realizé a pH 7,0 (Figuras 1y 2),
evidencidndose que presentan una mejor actividad que a pH 5,0.
Estos resultados coinciden con los publicados para las celulasas
producidas por B. licheniformis MTCC429, a partir de residuos
agroindustriales (Bala Kumaran ez a/. 2015), por las obtenidas
por Pseudomonas sp. 'y Serratia sp., aisladas de residuos de salvado
de trigo (Prabesh ez al. 2016) y para la producida a partir de
Acinetobacter junii GAC 16.2 (Banerjee et al. 2020).

La produccién de celulasas en medios a partir de ameros de mazorca
y de cdscaras de leguminosas fueron mayores a las producidas en
medios estdndar en las que se utilizaron medios formulados a partir
de CMC. Nagaiah ez a/. (2015) obtuvieron la mdxima actividad de
celulasas por Enhydrobacter sp. (ACCA2), de 3,50 U/mL; luego de
3 dias de fermentacién, Farjana & Narayan (2018) lograron una
produccién de 1,00 U/mL, a partir de Paenibacullus sp., a las 24
horas de cultivo y Prabesh ez al. (2016), obtuvieron celulasas de
0,35 U/mL, usando Pseudomonas spp. (PA2).

Los medios Al y A2 permiten la produccién de celulasas a partir
de la cepa C6M2 obteniendo actividades de 30,19 + 0,61 U/mL y

30,74 + 0,95 U/mL, que son superiores a las producidas en otros
sustratos formulados con residuos agroindustriales. Es asf, como
las celulasas producidas por B. licheniformis 2D55, en un medio
preparado con céscaras de arroz y bagazo de cafia, obtuvieron una
actividad CMCasa 0,38 U/mL (Kazeem et al. 2017) y otro estudio
reporté 0,50 U/mL, para celulasas obtenidas en un caldo CMC con
un hidrolizado de bagazo de cafia al 5 %, a partir de B. licheniformis

MTCC 429 (Bala Kumaran ez /. 2015).

En la tabla 1, se evidencia que el 60 % de la celulosa fue consumida
por C6M2 durante las primeras 60 horas de la fermentacion,
periodo de tiempo, dentro del cual, se obtuvieron los dos picos de
produccidén de celulasas (Figura 1). En las 15 horas subsecuentes se
presentd un consumo de 5 % de celulosa que, a su vez, correspondié
con un aumento en la produccién de celulasa de 13,14 U/mL. La
disponibilidad de celulosa en el medio, la AE y la concentracién
bacteriana deberfan condicionar la parada de la fermentacién, por
ello, el porcentaje de celulosa residual en el medio se deberfa medir
de manera continua e incluirse como variable de control en la
optimizacién del proceso de produccién de celulasas.

Tabla 1. Celulosa residual a las 60 y 75 horas de fermentacién en el Medio Al.

Hora de fermentacién

% de celulosa en base seca en los residuos

% celulosa en el medio Al

0 35,71 1,00
60 14,46 0,40
75 12,50 0,35
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Las celulasas obtenidas a las 75 horas de fermentacién en el medio
Al fueron recuperadas por centrifugacién seguida de una filtracién;
posteriormente, estas se purificaron en tres pasos, obteniendo, al
final, una reduccién aproximada en la AE de 72,9 % (Tabla 2).
Cuando las celulasas producidas se pretendan utilizar en industrias,
como las de bebidas y alimentos, serd necesario mejorar el proceso
de purificacién, considerando la inclusién de pasos adicionales vy,

de esta forma, lograr rendimientos similares a los obtenidos por
Yin et al. (2010), Yassien ¢t al. (2014) y Farjana & Narayan (2018),
en la purificacién de celulasas. De lo contrario, es conveniente
utilizar el extracto crudo filtrado sin realizar procesos adicionales
de purificacién en aplicaciones que no requieran altos grados de
pureza, como por ejemplo, la hidrélisis enzimdtica de residuos en
procesos de extraccién de biomoléculas.

Tabla 2. Purificacién parcial de celulasas obtenidas por fermentacién en el medio Al.

Pasos de purificacién U/mL Rendimiento %
Extracto crudo filtrado 33,47 + 0,99 100,00
Precipitacién con (NH4)2SO4 12,69 +0,54 37,91
Didlisis 12,15 £ 0,58 36,30
Ultrafiltracién 9,07 + 0,48 27,10

Se concluye, que los medios formulados con ameros de mazorca y
de cdscaras de leguminosas permitieron la obtencién de celulasas,
mediante una fermentacién sumergida a partir de la cepa bacteriana
C6M2, aislada previamente de residuos orgdnicos, generados en
plazas de mercado, logrdndose dos picos de médxima produccién
de enzimas con mejores actividades a las reportadas en estudios
previos, en los que también se utilizaron residuos agroindustriales
como sustrato.

En la fermentacién realizada en los medios a pH 5,0 (A2), como a
pH 7,0 (A1), se obtuvieron valores similares de AE, aunque en este
tltimo, se debe prolongar el tiempo de fermentacién para lograr la
mdxima produccién de celulasas.

Indistintamente del pH en el que se hayan producido las celulasas,
estas presentaron mayor actividad cuando la reaccién enzimdtica se
realiz6 a pH 7,0, por lo que se evidencia que las enzimas producidas
en este estudio son mds activas a este pH.

Aunque el proceso de purificacién (precipitacién, didlisis y
ultrafiltracién) de las celulasas obtenidas a partir de residuos
agricolas requiere ser mejorado para obtener mayores rendimientos
del proceso, en este estudio, se demuestra que los residuos generados
en plazas de mercado, como los ameros de mazorca y cdscaras
de leguminosas, son una fuente de celulosa con potencial de
aprovechamiento en la formulacién de sustratos para la obtencién
de enzimas celuloliticas, reduciendo costos de produccidn.
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RESUMEN

Pert generd 8.215.355 t de residuos s6lidos municipales en el 2021;
de este, 57,64 % corresponde a residuos orgdnicos (RO) y 61,28
% son dispuestos en rellenos sanitarios con multiples deficiencias
de gestién, lo que exige buscar alternativas para tratar de manera
segura los RO. Frente a esta situacién, el compostaje permite la
biotransformacién, la reduccién y la obtencién de biofertilizantes,
que se pueden aplicar como sustrato o enmienda. El objetivo de la
investigacion fue evaluar indicadores de procesamiento y calidad de
compost derivado de residuos sélidos orgdnicos urbanos, en Leoncio
Prado, regién Hudnuco, Pert. Se evaluaron los tipos de residuos,
basados en la normativa peruana para caracterizacién de residuos,
los indicadores del proceso (temperatura y pH), la caracterizacién
fisicoquimica y calidad en base a las normas internacionales. Los
resultados muestran diferencia significativa para pH, nitrégeno,
calcio, potasio, cobre y zinc; contrariamente, la materia orgdnica,
el % de cenizas, la conductividad eléctrica, el sodio y el fésforo no
mostraron diferencias, siendo lo mds destacado los altos niveles de
pH, ademds, la calidad del compost es de “Clase B”, segtin la norma
chilena 2880. Los compost producidos son de calidad media y se
recomienda su uso como sustrato o enmienda en la agricultura,
previo tratamiento para corregir los altos niveles de pH.

Palabras clave: Biotransformacién; Caracterizacién fisicoquimica;
Enmienda orgdnica; Macronutrientes; Micronutrientes.

Aceptado: mayo 27 de 2024

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado

ABSTRACT

Peru generated 8,215,355 t of municipal solid waste in 2021, of
which 57.64% corresponds to organic waste (OW) and 61.28%
is disposed of in landfills with multiple management deficiencies,
which makes it necessary to seek alternatives to safely treat OW.
In view of this situation, composting allows biotransformation,
reduction and obtaining biofertilizers that can be applied as
a substrate or amendment. The objective of the research was to
evaluate the processing indicators and quality of compost derived
from urban organic solid waste in Leoncio Prado, Hudnuco-Peru.
Waste types were evaluated based on Peruvian regulations for
waste characterization, process indicators (temperature and pH),
physicochemical characterization and quality based on international
standards. The results show significant differences for pH, nitrogen,
calcium, potassium, copper and zinc; on the contrary, organic
matter, % ash, electrical conductivity, sodium and phosphorus
showed no differences, the most outstanding being the high pH
levels, and the quality of the compost is “Class B” according to
Chilean standard 2880. The compost produced is of medium
quality and is recommended for use as a substrate or amendment
in agriculture after treatment to correct the high pH levels.

Keywords: Biotransformation; Macronutrients; Micronutrients;
Organic amendment; Physicochemical characterization.
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INTRODUCCION

El sector competente en materia ambiental de Perti es el Ministerio
del Ambiente (MINAM) vy las estadisticas al 2021, reporta que la
generacién total de residuos s6lidos municipales es de 8.215.355 t
y solo 5.034.337 t llegan a los rellenos sanitarios formales, lo que
equivale al 61,28 % del total generado; ademds, la generacién per
cdpita del pais ha mostrado un ligero incremento en el periodo
2018-2021, de 0,55 a 0,58 kg.persona”.dia’ (MINAM, 2019).
El incremento de la poblacién y la generacién per cdpita es una
potencial amenaza; sin embargo, los residuos sélidos orgdnicos
representan el 57 % del total, disponiendo de un gran volumen
de residuos con potencial para ser tratados y transformados en
productos aprovechables (MINAM, 2021).

La municipalidad Provincial de Leoncio Prado, desde el 2011,
realiza el programa de separacién en la fuente y recoleccién selectiva
de los residuos sélidos, evitando el arrojo de residuos sélidos al rio
Huallaga, principal fuente hidrica de la zona (Florida & Reategui,
2019).

La técnica del compostaje permite que el proceso de biodegradacién
se lleve a cabo de forma controlada de residuos y de subproductos
orgdnicos, transformdndose en compost, que son fuentes de
nutrientes y vida microbiana para el suelo y muy necesarios para
la nutricién de las plantas (Florida-Rofner e a/. 2020; Peralta-
Antonio et al. 2019; Sharma ez al. 2017). El compostaje requiere
control y manejo adecuado para garantizar que se produzcan las
diferentes etapas del procesamiento y genere las condiciones
apropiadas para el desarrollo microbiano y estos metabolicen los
residuos e higienicen el compost producido (FAO, 2013).

El compost final, independientemente del material de origen,
requiere un control de calidad para evitar potenciales efectos
negativos al medio ambiente (Rosal ez 2/ 2007; Ramos Agiiero
& Terry Alfonso, 2014), la economia de los agricultores por bajos
aportes de nutrientes, elevadas concentraciones de sustancias
fitotdxicas (Bailén-Rojas & Florida-Rofner, 2020) o, peor atn, la
presencia de metales pesados (Nufiez ez a/l. 2023) y microorganismos
de origen fecal que pueden afectar la inocuidad de los productos
agricolas (Alvarez-Vera et al. 2019; Garcia-Ramos et al. 2019).

En el caso de Perd, se dispone de la norma técnica NTP 201.207,
del Instituto Nacional de Calidad-INACAL (2021), para hacer
el control de calidad al compost, elaborado a partir de residuos
sélidos orgdnicos municipales; sin embargo, se considera que la
norma técnica oficial chilena 2880 (INN, 2004) es mds rigurosa
(Florida-Rofner et al. 2020), para garantizar la calidad y el uso
del compost elaborado a partir de residuos sélidos urbanos, como
sustrato (Bdrbaro ez /. 2019) o enmienda en suelos agricolas (Rios-
Velasquez ez al. 2023; Sharma ez al. 2017).

En este contexto, la investigacién planted como objetivo evaluar
indicadores de procesamiento, de caracterizacién y de calidad
de compost, derivado de residuos sélidos orgdnicos urbanos,
en Leoncio Prado, regién Hudnuco, Perd, a través de la norma

colombiana- NTC 5167 (Icontec, 2011) y chilena - NCH 2880
(INN, 2004).

MATERIALES Y METODOS

Area de trabajo. El procesamiento y la caracterizacién del compost
se realiz en la planta de valorizacién “Shapajilla” administrada
por la municipalidad provincial de Leoncio Prado, que recibe
los residuos generados por una poblacién de 51.415 habitantes
(INEI, 2022), con generacién per cépita regional de 0,7 kg.hab™.
dia’ (MINAM, 2021). La planta se encuentra ubicada en las
coordenadas geogréficas S 9°14°00”, O 75°59’30”, a una altitud
aproximada de 700 m s.n.m. La provincia presenta clima de tipo
subtropical, con temperatura de 25 a 27 °C, precipitacién anual
de 3.400 mm, humedad relativa superior al 80 %, cuyos meses de
mayor precipitacién se produce entre noviembre a febrero y menor,
de mayo a julio (SENAMHI, 2021).

Instalacién de pilas. Las pilas se instalaron con residuos sélidos
orgdnicos recolectados de la zona urbana de la ciudad de Tingo
Marfa. Los residuos se acopiaron durante siete dias, para tener un
volumen aproximado de 20 m’ a partir de alli, se iniciaron las
evaluaciones. Ademds, durante el compostaje en el primer y cuarto
volteo de las pilas, se aplicaron microorganismos eficientes (EM),
40 L por pila, a una concentracién de 10 % de EM activado. Los
EM son preparados de manera artesanal por personal de la planta,
usando, como principal insumo, la melaza de cafa, leche fresca,
levadura y cepa madre de los EM; los andlisis microbioldgicos de
la cepa madre presenta: enumeracién de microorganismos aerobios
12x10°, actinomicetos 22x10°, mohos y Levaduras 34x10° MO
mL" de solucién y ausencia de Salmonella sp. y coliformes.

Caracterizacién y control de indicadores del procesamiento. La
clasificacién de los materiales sometidos a compostaje fue realizada
de acuerdo con los lineamientos metodoldgicos para el estudio de
caracterizacién de los residuos solidos urbanos, consignada en la
Resolucién Ministerial No. 457-2018-MINAM (MINAM, 2018).
La caracterizacién se realizé al inicio del proceso y consistié en
extraer 3 muestras por pila, un volumen determinado con un valde
de 6 L de capacidad; esto fue pesado y sometido a seleccién de
los diferentes residuos orgdnicos y pesado de manera individual y
fueron tabulados y presentados porcentualmente. Los indicadores
del procesamiento, temperatura (T°) y pH se evaluaron de acuerdo
con las recomendaciones de la FAO (2013). Las mediciones de
temperatura fueron tomadas por métodos directos, a través de
geotermémetro digital Soil-Meter y el pH, con pH-metro Three-
Way Meter, ambos con varillas de 0,30 m. Las lecturas de T° y pH
fueron realizadas cada tres dias y en tres posiciones diferentes de la
pila (tercio superior, intermedio y tercio inferior).

Determinacién de indicadores fisicos y quimicos del compost.
Culminado el procesamiento, al producto final, previamente
tamizado (Tamizde 1,50 cm), se realizd el muestreo correspondiente,
extrayendo 5 muestras de 1 kg, de manera aleatoria en cada pila
y se evaluaron indicadores fisicos: % de cenizas por calcinacién
y % de humedad por gravimetrfa. Indicadores quimicos: pH por
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método electrométrico; contenido de materia orgdnica en base
seca por el método de digestidn dcida (Walkley & Black, 1934); el
fésforo (P20s), por Metavanadato y lectura en espectro UV-Visible;
nitrégeno (N), con el método Kjeldahl; Ca, Mg, K'y Na, por acetato
de amonio y lectura en espectrofotémetro de absorcién atémica
(EAA); ademds, los metales Cu, Fe, Mn y Zn, por extraccién
con solucién nitrico percldrico 4:1 y lectura en EAA, protocolos
descritos en Bazdn Tapia (2017).

Calidad del compost. El compost final de cada pila fue sometida
a un proceso de tamizado (Tamiz de 1,50 cm), donde las particulas
o desechos orgdnicos grandes fueron separados y utilizados como
cubrimiento en las pilas frescas, para reducir la presencia de moscas.
Los resultados de los andlisis examinados en el laboratorio fueron
comparados con la NCH 2880 y la NTC 5167, para clasificar la

calidad del compost elaborado.

Disefio y andlisis estadistico. Corresponde a una investigacién
no experimental mixta, por que abarca la parte descriptiva y

comparativa, ajustada a un disefio estadistico, completamente
aleatorizado (DCA), donde los tratamientos la constituyeron las
diferentes pilas de compost producidos: Pila 1 (P1), Pila 2 (P2),
Pila 3 (P3), Pila 4 (P4) y Pila 5 (P5), con tamafio de muestra;
n=25 (5 muestras por pila de compost producida). Los datos se
sometieron al andlisis de varianza (ANOVA) y las correspondientes
pruebas post-hoc de Tukey, con un nivel de confianza al 95 %,
para la comparacién de medias de los pardmetros fisicos y quimicos
entre tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién de los residuos orgdnicos urbanos. Previo
al inicio de las evaluaciones se realizé la caracterizacién de los
residuos orgdnicos a cada pila que se someti6 al compostaje. No se
presentaron diferencias significativas en todos los tipos de residuos,

excepto para las pepas (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcién de la caracterizacién de los residuos sélidos orgdnicos urbanos empleados para realizar compost en Leoncio Prado, regién

Hudanuco, Pert.

Pila | Restos de comida (g) | Restos de frutas (g) Céscaras (g) Pepas (g) ﬁfl::’::o(g Peso de muestra (g)
P1 2203,33+100,17a 633,33+41,63a 2100+141,07a 273,33+30,55ab 75+47,69a 5318,33+201,02a
P2 2093,33+55,08a 683,33+49,32a 2150+50a 281,67+7,64ab 126,67+25,17a 5335+58,95a
P3 2220+111,36a 680+30 1976,67+132,79a 301,67£22,55b 115+18,03a 5293,33+102,63a
P4 2143,33+90,19a 703,33+25,16a 2013,33+92,92a 240+10a 86,67+32,15a 5201,67+50,08a
P5 2333,33+150,11a 676,67+55,08a 1993,33+55,08a 273,33+23,09ab 116,66+15,28a 5393+227,23a

F 2,189 1,132 1,623 3,482 1,614 0,678
Sig. 0,144ns 0,395ns 0,243ns 0,05* 0,245ns 0,622ns

P: Pilas sometidas al compostaje; F: funcién de probabilidad; Sig. Significancia; * significativo p<0,05; letras diferentes expresa diferencias

significativas.

En general, los restos de comida, cdscaras y frutas representan entre
92-93 % del total de cada pila, por lo que se esperaba homogeneidad
en la calidad del compost final, para todas las pilas.

Indicadores del procesamiento

Temperatura y pH. La T° y pH son indicadores importantes que

permiten diferenciar si las pilas alcanzaron las diferentes etapas
del proceso (FAO, 2013). En la figura la, se puede observar el
incremento y disminucién de la T° en cada volteo; es importante
indicar que todas las pilas alcanzaron la fase terméfila durante el
procesamiento. Respecto al pH (Figura 1b), se presentaron valores
bajos al inicio del compostaje y luego tendieron a incrementarse.

Los cambios de T° definen las etapas del proceso, resultado de las
reacciones exotérmicas generado en los procesos biooxidativos;
por ello, Herndndez-Nazario ¢t al. (2018), lo consideran como
bioindicador del procesamiento.

Los resultados, en los primeros tres dfas, superaron los 45 °C,
porque las pilas ya tenfan un periodo minimo de una semana de
acopio; también, la etapa termofilica alcanzé temperaturas medias
de hasta 68 °Cy se extendi6 entre 90 y 105 dias, aproximadamente
y; a partir de alli, inicié el enfriamiento de las pilas. Estos resultados
se encuentran dentro de los periodos de cada fase sefaladas por la

FAO (2013).

Es importante indicar que se constaté que las pilas no pasaron por
la fase de maduracidén y el compost fue colocado en costales de 50
kg y distribuido, aspecto que es contrario a los criterios técnicos
establecidos para un procesamiento éptimo vy, probablemente,
afecte algunos indicadores de calidad del compost final, como el
pH (Dalzell ez al. 1981; Florida & Reategui, 2019).

Ademis, los resultados mostraron una prolongada etapa termofilica,
aspecto positivo solo para la higienizacién; este comportamiento se
atribuye a factores climdticos locales, caracteristicas de las pilas y
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los microorganismos eficientes, aplicados durante el proceso. Las
variaciones de la T° tienen el mismo patrén respecto a otros tipos
de residuos compostados en el 4mbito local, como el compost de

estiéreol de vacuno, las plumas de pollo (Florida & Reategui, 2019)
y diversos residuos orgdnicos locales (Florida ez a/. 2016).

Figura 1. Temperatura y pH de diferentes pilas durante el procesamiento de compost a partir de residuos sélidos orgdnicos urbanos.

a) Temperatura; b) pH.

El pH en todas las pilas, al primer dia de evaluacién, fue bajo (Figura
1b), contrario a lo encontrado por Dalzell er al. (1981), quienes
observaron que los valores de pH al inicio fueron relativamente
altos y descendieron rdpidamente en la etapa mesofilica, para
elevarse a medida que la pila incrementa su temperatura y pasé
a la fase termofilica; luego, se estabilizé con pH alto en la fase de
enfriamiento y, al final, descendié ligeramente en la dltima fase de
madurez. Los resultados no son incoherentes, ya que las pilas se
reunieron progresivamente durante una semana, es decir, la pila
ya habia pasado la fase inicial o fase meséfila, por ello, los niveles
bajos de pH. El descenso es resultado de procesos biooxidativos
de compuestos solubles (aziicares), en la primera fase del proceso,
produciendo 4cidos orgdnicos, que provocan reduccién del
pH, entre 4,0 a 4,5; sin embargo, esta rdpida utilizacién de los

compuestos solubles genera la fase terméfila (FAO, 2013), lo
cual, es muy importante, tanto para la degradacién como para
la higienizacién (FAO, 2013; Florida & Reategui, 2019). En
general, los resultados estdn dentro de los rangos tolerables de pH,

propuestos por la FAO (2013).
Indicadores fisicos del compost final

Contenido de humedad y cenizas. Como se evidencia en la tabla
2, no se presentaron diferencias significativas entre las pilas para el
porcentaje de humedad y de cenizas. Los valores obtenidos sugieren
que las condiciones de procesamiento fueron homogéneas y, de
acuerdo con estos dos indicadores, el compost de todas las pilas
corresponde a la clase A, segin la NCH 2880. La humedad es un
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indicador importante para establecer los criterios de aplicaciéon en
la agricultura, teniendo en cuenta que el porcentaje de humedad
del producto tiene correlacidén negativa con la mayorfa de los
nutrientes, como N, Mg, Fe, Mn, Cu y Zn (Bohérquez ez al.
2015). Ademds, es preciso mencionar la importancia del control de
la humedad para obtener un compost de calidad, ya que el exceso
de humedad compromete el peso del producto y puede afectar los
cdlculos de la cantidad efectiva a aplicar (Bailén-Rojas & Florida-
Rofner, 2020).

En cuanto al porcentaje de cenizas, no se encontraron diferencias
significativas y todas las pilas se encuentran dentro de lo establecido

por la normativa y corresponden a un compost de clase A. El
resultado obtenido, probablemente, estd relacionado con la
homogeneidad de los restos identificados en la caracterizacion;
sin embargo, los valores medios estdn préximos al limite, lo que
indicarfan la presencia de sales minerales, lo cual, se debe a que los
residuos sélidos orgdnicos urbanos contienen alta concentracién de
sales al tener alimentos procesados con importantes contenidos de
sal (Ihiguez ez al. 2006); no obstante, los valores encontrados no
tienen influencia sobre las funciones del compost como sustrato o
enmienda y no compromete la calidad (Bailén-Rojas & Florida-
Rofner, 2020).

Tabla 2. Calidad de compost final producidas con residuos sélidos orgdnicos urbanos en diferentes pilas y contrastadas con la norma de

calidad chilena.
Calidad Tratamientos
Indicador
Clase A Clase B P1 P2 P3 P4 P5
pH* 57,5 <Sys7.5 9,10+0,02a 9,22+0,05b 9,45+0,04d 9,32+0,04c 9,37+0,02¢
CE (pS/em) <3000 4754+966a 4784+1308a 3714+1551a 4068+323a 4272+332a
% Humedad* <25 25-40 18,53+2,09a 18,9742,19a 16,86+0,92a 15,07+1,40a 17,06+10,72a
% Cenizas™ Max. 60 51,21+4,21a 48,894,992 44,40+5,13a 52,446,052 | 48,63+12,67a
% M.O.* > 45 25-45 48,79+4,58a 51,1144,99a 55,60+5,13a 47,566,052 51,37+12,67a
% N* >0,8% 2,110,152 2,70+0,32¢ 2,38+0,17abc 2,22+0,09ab 2,69+0,40bc
% P205 >1 1,3740,20a 1,7240,11a 1,4240,12a 1,53£0,26a 1,58£0,28a
% Ca* >1 2,55:0,08b 2,74+0,14b 3,0340,10¢ 2,20+0,18a 2,58+0,14b
% Mg >1 1,20+0,10a 1,060,27a 1,28+0,16a 1,000,00a 1,12+0,04a
% K* >1 2,57+0,24a 2,42+0,35a 3,140,09b 2,28+0,22a 2,250,122
Cu (ppm)* <100 100-1000 21,91+2,31b 17,01+2,14a 23,01+1,75b 22,63+1,38b 22,45+1,41b
Zn (ppm)* <200 200-2000 84,02+4,58bc 67,09+4,33a 76,81+3,27abc 86,17+6,71c 71,02+14,45ab
Calidad final segtin pila B B B B B

Mediatdesviacién estdndar; letras diferentes expresa diferencias significativas (p < 0,05); *Norma oficial chilena - NCH 2880 (INN,
2004); ** Norma técnica colombiana - NTC 5167 (Icontec, 2011). P1 al P5 pilas compostadas.

Conductividad eléctrica y potencial de hidrégeno. La conductividad
eléctrica para todas las pilas se encontré dentro de lo establecido por la

NCH 2880 y no se presentaron diferencias significativas (Tabla 2); sin
embargo, de acuerdo con este indicador, el compost es de calidad
media o clase B, al presentar valores entre los 3.000 a 8.000 pS/
cm, lo que indicarfan algunas restricciones para ser utilizado en la
agricultura. Este resultado esta probablemente relacionado con la
homogeneidad y la composicién de los residuos compostados, la
presencia de iones amonio o nitrato formados durante el proceso y
la concentracién de sales.

Una CE mayor 3.000 pS/cm se encuentra relacionada con la
inhibicién de la germinacién de las semillas (Rivas-Nichorzon &
Silva-Acufia, 2020). En particular, el compost a base de residuos

s6lidos orgdnicos urbanos, generan altos valores de CE (Rawat
et al. 2013), por lo que su aplicacién en campo se debe tomar en
cuenta, para evitar una posible salinizacién del suelo o problemas
de fitotoxicidad (Jaramillo, 2002); las altas cantidades de sales en la
solucién del suelo dificulta la absorcién de agua por las raices de las
plantas (Sdnchez-Monedero ez al. 2001).

Se encontraron diferencias altamente significativas para los valores
medios del pH (Tabla 2). El pH fue comparado con la NCH 2880,
en la cual, se determiné que se encuentran por encima de los valores
establecidos para compost de clase A y corresponden a compost de
clase B. Los residuos orgdnicos urbanos se caracterizan por tener
contenido importante de proteinas, los que al descomponerse
pueden incrementar el valor del pH (Chang & Hsu, 2008); esto
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se vio reflejado con valores del pH por encima de 9,10, lo que
presentarfan algunas restricciones de uso. Ademds, el pH elevado,
al parecer, es independiente al periodo de volteo y al tiempo de
compostaje y mds bien responderia a los materiales sometidos al
proceso (Garcia Céspedes ¢t al. 2014; Florida & Reategui, 2019;
Bailén-Rojas & Florida-Rofner, 2020).

Los niveles de pH son fuertemente alcalinos en todas las pilas,
probablemente, por una concentracién baja de iones hidrégeno
y mayor de calcio, magnesio y sodio. En este caso, se advierte
potenciales riesgos sobre la disponibilidad de los nutrientes para las
plantas, por ello, es necesario aplicar técnicas para corregir el pH,
mediante la adicién de azufre, sulfato ferroso, sulfato de aluminio u
otros compuestos azufrados, antes de su uso en agricultura (Bérbaro
etal. 2019).

Los resultados de pH no son adecuados; no obstante, se observan
valores similares en compost con base en otros residuos, como los
elaborados con la cdscara de cacao, con los residuos municipales,
con estiéreol de vacuno (Bailén-Rojas & Florida-Rofner, 2020) y
con una mezcla de plumas de pollo y estiércol de vacuno (Florida
& Reategui, 2019). En este contexto, se requieren la aplicacion de
técnicas de solarizacién para disminuir el porcentaje de humedad y
la correccién del pH, mediante la adicién de azufre, sulfato ferroso,
sulfato de aluminio u otros compuestos azufrados (Bérbaro ez al.
2019), antes de ser utilizados como enmienda o sustrato.

Materia orgdnica y nitrédgeno. Los valores de MO no presentaron
diferencias significativas; contrariamente, los valores de N sf
presentaron diferencias altamente significativas (Tabla 2).

Los valores medios del MO corresponden a compost de clase A,
aspecto importante, ya que al ser aplicados al suelo mejoran las
condiciones fisicoquimicas y aportan carbono, para mantener la
biodiversidad del sistema (FAO, 2013); por ello, es importante
resaltar que los compost evaluados estdn dentro de los valores
exigidos y presentan valores similares a los reportados por Florida
et al. (2016), Herndndez-Nazario ez al. (2018), Florida & Reategui,
(2019), Bailén-Rojas & Florida-Rofner, 2020 y Florida et 4l
(2021).

Los porcentajes de N encontrados corresponden a compost de
Clase A, segin la NCH 2880; estos son valores apropiados y no
existen restricciones de uso. El Nitrédgeno estd involucrado en todos
los procesos principales de desarrollo y en la absorcién de otros
nutrientes (FAO, 2013), su concentracién define su potencial para
ser usado como una enmienda, por ello, la NCH 2880 exige valores
de N total = 0,8 %, aunque para la FAO (2013) y la NTC 5167,
un compost ideal debe tener > 1 % de N, en base seca. Los valores
encontrados superan estas exigencias y son similares a los de Bailén-
Rojas & Florida-Rofner (2020), en compost de residuos sélidos
urbanos, en compost a base de otros residuos, como escobajo de
palma, residuos de pldtano y con pulpa de café (Florida ez a/. 2021);
sin embargo, ninguno de estos valores logré alcanzar los 4,8 % de
N reportado por Florida & Reategui (2019), en compost de plumas
de pollo mezclado con estiéreol de vacuno.

Niveles de macronutrientes (P, Ca, Mg v K). La concentracién de

todos los macronutrientes fue superior a los exigidos por la NCH
2880, por lo que todas las pilas fueron de clase A, de acuerdo con
estos indicadores. Lo macronutrientes B, Ca, Mg y K no presentaron
diferencias significativas, contrariamente, los macronutrientes Ca y
K si presentaron diferencias (Tabla 2).

El P es el segundo macronutriente primario para la planta,
involucrado en procesos de transferencia de energfa y fotosintesis
(FAO, 2013). La concentracién de P es muy importante en el
compost; la NTC 5167 considera un compost ideal si el valor
medio de P supera 1 %, en base seca y la OMS sugiere valores de P,
entre 0,30 a 1,80 %. En tal sentido, los resultados cumplen con las
normas citadas y presentan valores similares a los compost con base
de residuos de pulpa de café (Florida ez a/. 2021) y menores para
escobajo de palma, que tiene en promedio 2,13 % de P.

El Ca es un macronutriente secundario y es un componente
estructural importante de las células vegetales, relacionada
directamente con el crecimiento de la raiz y la calidad de los frutos
(FAO, 2013). Ademds, altas concentraciones de Ca en los suelos
se relacionan con un pH neutro, deseable para la mayorfa de los
cultivos. Es comtn encontrar deficiencias de Ca en condiciones
de suelos 4cidos, por ello, es conveniente mantener o mejorar los
niveles de este nutriente, a través de la aplicacién de enmiendas y
controlar elementos téxicos, como el aluminio (Puri ez al. 2023).
Los valores encontrados son mayores a los reportados por Bdrbaro
et al. (2019); sin embargo, se considera que combinando estos
residuos con otros, como los de pulpa de café y escobajo de palma,
podrian alcanzar valores de 2,9 a 3,15 % de Ca (Florida ez a/. 2021).

El Mg encontrado en todas las pilas estuvo dentro de 1,00 a 1,28
% (Tabla 2), lo cual, corresponde a la clase A, de acuerdo con la
NCH 2880. El Mg, es un macronutriente componente bdsico
de la clorofila y estd involucrado directamente en el proceso de
fotosintesis, metabolismo de glucidico y activacién de enzimas, que
intervienen en la sintesis de los 4cidos nucleicos y proteinas en la
planta (Reyes Alemdn ez al. 2017). Los valores fueron similares a
los resultados de Bail6n-Rojas & Florida-Rofner (2020) y Florida
et al. (2021).

En el caso del K, todas las pilas tuvieron un porcentaje de K mayor
a 1 (Tabla 2). El K es un macronutriente primario, vital en la
sintesis de carbohidratos, proteinas y forma parte de la estructura
vegetal; es responsable de la tolerancia a sequias, heladas, salinidad
y resistencia al ataque de enfermedades (FAO, 2013). Los valores
encontrados para este nutriente son similares a lo reportados por
Bail6n-Rojas & Florida-Rofner, (2020).

Niveles de cobre y zinc. Los valores medios de Cuy Zn se encuentran
dentro del rango de un compost de Clase A, segtin la NCH 2880
(Tabla 2), son apropiados y no presentan restricciones de uso en la

agricultura.

El Cu es un micronutriente requerido en cantidades muy pequenas,
pero importantes para el metabolismo vegetal y animal (FAO,
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2013). En el presente proyecto, todos los valores encontrados fueron
menores a 70 ppm. Es preciso indicar que el Cu es considerado
un metal pesado, beneficioso y necesario para los organismos;
sin embargo, pueden ser muy peligroso por su capacidad de
bioacumulacién y biomagnificacién en los sistemas vivos (Nunez
etal. 2023).

El Zn presenté diferencias significativas entre las pilas evaluadas,
pero los valores encontrados estdn dentro del rango de un compost
de Clase A, al presentar menos de 200 ppm (Tabla 2). El Zn
es un micronutriente requerido en cantidades muy pequenas,
pero importante para el metabolismo vegetal y animal; este
elemento también es considerado como metal pesado en su forma
elemental, muy peligroso por su capacidad de bioacumulacién y
biomagnificacién en los sistemas vivos (Nufiez er al. 2023). Los
resultados son similares a los contenidos reportados para compost
a base de residuos sélidos orgdnicos urbanos (Bailén-Rojas &
Florida-Rofner, 2020) y a otros residuos compostados (Bohérquez
et al. 2015; Jacobo Salcedo et al. 2017; Alvarez-Vera et al. 2019;
Florida & Reategui, 2019).

En general, los valores de Cu y Zn se pueden deber a la naturaleza
de los residuos compostados o a un adecuado procesamiento, ya
que para Wang ez al. (2021), después de que el compost alcanza
la madurez, los niveles de Cu, Zn y otros microelementos, es bajo.
Otra razén que explica los valores de Zn y Cu encontrados puede
estar relacionada con la adicién de microorganismos eficientes,
ya que para Lalas ez al. (2017), la adicién de agentes microbianos
contribuye la pasivacién de metales pesados, acelerando la
degradacién y la formacién de 4cidos himicos y filvicos, este
tltimo, con gran capacidad para unirse a los iones metédlicos. La
inactivacién de metales pesados en compost se debe a factores
fisicoquimicos, microbianos y componentes orgdnicos (Song ez al.
2021). La combinacién de los componentes himicos y metales
pesados, como el Cu y el Zn es fuerte e irreversible, existiendo una
correlacién positiva para su inmovilizacién (Cao ez al. 2021).

Calidad del compost. La tabla 2 muestra el contraste de los
indicadores fisicos, macronutrientes y micronutrientes, con la
NCH 2880 y NTC 5167, para determinar la calidad del compost

en las diferentes pilas evaluadas.

Es importante aprovechar este recurso rico en protefnas y en
minerales, basado en las propiedades de sus pardmetros fisicos y
quimicos (Liao ez al. 2013); sin embargo, los resultados contrastados
con las normas citadas corresponden a compost clase B, que
representa a compost de calidad intermedia. Esta determinacién se
debe a valores elevados de pH, aspecto que compromete el potencial
fertilizante de los compost evaluados.

En este contexto, se concluye que los compost con base en residuos
sélidos orgdnicos urbanos producidos en la Planta Shapajilla,
provincia de Leoncio Prado del Pert, tienen niveles adecuados de
nutrientes y contenidos bajos en metales pesados; sin embargo,
son de calidad B o de calidad intermedia, por sus altos niveles de
pH, debido a que el pH es un indicador fundamental que definen

la reactividad y una serie de procesos quimicos, que determinan,
en gran medida, la calidad del compost (Florida & Reategui,
2019; Bailén-Rojas & Florida-Rofner, 2020). Por lo tanto, es
necesario aplicar medidas correctivas a estos compost antes de su
procesamiento o aplicacién en la agricultura (Barbaro ez a/. 2019).
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ABSTRACT

Camalote is a perennial grass that reproduces quickly and
spontaneously in tropical regions. This grass has no economic
use; on the contrary, it is considered a weed. However, it is a good
source of cellulose and occurs in abundance. In this regard, the
purpose of this work is to take advantage of the camalote grass as
an adsorbent of methylene blue (MB). The adsorption tests were
carried out in a batch system, using MB concentrations within the
range of 20-100 mg/L. The highest adsorption capacity (qe) was
43 mg/g for the concentration of 100 mg/L of MB at pH 8. For all
the concentrations studied, percentage removal values greater than
80% were obtained in a contact time of 30 min. The equilibrium
data were correlated with the Langmuir and Freundlich models.
The qumax values for the Langmuir isotherm are within the range of
19.79 t0 94.51 mg g and b from 0.10 to 0.05 L mg . While for
the Freundlich isotherm, K values ranging from 3.79 to 5.13 (mgg’
(L mg")""™ and n from 2.6 to 1.27 are obtained, suggesting that in
the active sites MB is retained by chemisorption through hydrogen
bonds. The results showed that camalote grass is an efficient and
economically viable material for removing dyes from aqueous
media.

Keywords: Adsorption isotherms; Bioabsorption; Bioremediation;
Dye; Phytoremediation.
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RESUMEN

El Camalote es un pasto perenne que se reproduce rdpido y
espontineamente en regiones tropicales. Este pasto no tiene ningin
aprovechamiento econdmico; por el contrario, se le considera una maleza.
Sin embargo, es una buena fuente de celulosa y se da en abundancia. En
este sentido, el propdsito de este trabajo es aprovechar al pasto Camalote
como adsorbente del azul de metileno (AM). Las pruebas de adsorcién se
realizaron en sistema de proceso por lotes, utilizando concentraciones de
AM en un rango de 20 a 100 mg/L. La mds alta capacidad de adsorcién
(qe) fue de 43 mg/g para la concentracién de 100 mg/L de AM a un pH
de 8. Para todas las concentraciones estudiadas se obtuvieron valores de
porcentaje de remocién mayor a 80 % en un tiempo de contacto de 30
minutos. Los datos de equilibrio se correlacionaron con los modelos de
Langmuir y Freundlich. Los valores de qumax para la isoterma de Langmuir
se encuentran en el rango de 19,792 94,51 mg g yb entre 0,102 0,05L
mg". Mientras que para la isoterma de Freundlich se obtienen valores
de K que van de 3,79 a 5,13 (mgg' (L mg") " y n entre 2,6 y 1,27, lo
que indica que en los sitios activos el AM se retiene por quimisorcién,
a través de puentes de hidrégeno. Los resultados demostraron que el
pasto Camalote en un material eficiente y econémicamente viable para
remover colorantes de medios acuosos.

Palabras
Fitorremediacién; Isotermas de adsorcién.

clave: Bioadsorcién; Biorremediacién; Colorante;
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INTRODUCTION

The release of effluents from the textile industry with dyes into the
environment generates negative impacts, not only because it adds
color to the water, affecting photosynthetic activity, but because it
changes the parameters of the chemical oxygen demand (COD),
biochemical oxygen demand (BOD), pH, and total solids. In
addition, these discharges contain organic compounds and heavy
metals that are difficult to degrade, producing an impact on the
aquatic ecosystem (Islam ez a/l. 2023).

There are around 100,000 dyes, all of them with complex chemical
structures, making them resistant to fading from exposure to light,
heat, water, detergents, and many chemicals (Hanafi & Sapawe,
2020). One of the most used dyes is the 3,7-bis(dimethylamino)
phenazationium chloride, known generically as methylene blue
(MB), which belongs to the phenothiazine family. It has the CI
number 52015, and its CI name is basic blue 9. It is mainly used
in the staining of cotton, wood, silk, paper, polyacrylonitrile,
modified nylon, among other products (Oladoye ¢z al. 2022).

During its use, a certain amount of dye is released into bodies of
water. Without proper treatment, this dye is stable and can remain
in the environment for prolonged periods of time, since it is not
biodegradable (Sun ez /. 2019).

One of the physicochemical techniques for removing dyes is
adsorption. It is a widely used method due to its simple design, ease
of operation, and flexibility. The adsorption magnitude depends,
largely, on the nature of the adsorbent and the molecules being
adsorbed, as well as the concentration and temperature (Hashem ez al.
2020). One of the best and most used adsorbents in the treatment
of textile effluents is activated carbon. However, its production and
regeneration are expensive, so economical and efficient adsorbent
materials have been sought (Luo ez 2/2020).

In this regard, most Latin American governments provide financial
support for the development of projects focusing on the handling
and utilization of organic waste. Therefore, there is a wide range of
agricultural and agro-industrial residues that have been explored.
The most studied residues are fruit peels and seeds, and sugar cane
bagasse, among others, which have demonstrated to have a high
removal capacity for a series of dyes of industrial interest (Meili ez a/.
2019). Grass waste is also considered organic (Cadavid-Rodriguez
& Bolafios-Valencia, 2015); however, it has been undervalued due
to its high moisture content and low calorific power.

Camalote grass (Paspalum fasciculatum Willd) is a perennial grass
with high fiber content and little protein (4.44%), so it does not
meet the protein requirements of adult cattle grazing. This species
is classified as a weed because it grows spontaneously and is even
considered a very aggressive species that displaces other forage
grasses of better nutritional quality (Chacén & Gliessman, 1982).
Camalote grass is abundant in tropical areas, and its final destination
is burning or accumulating in large quantities in open dumps.

Therefore, the interest of this work is to use Camalote grass as
an eflicient and low-cost adsorbent for the removal of methylene
blue (MB) from aqueous media, under controlled conditions of
concentration, contact time, and pH of the solution.

MATERIALS AND METHODS

Camalote grass was collected within the facilities of the Universidad
Popular de la Chontalpa, in the municipality of C4rdenas, Tabasco,
Mexico, whose geographical coordinates are N 17°57°36” and
W 93°21°55”. Methylene blue was acquired from Sigma -Aldrich.
HCI and NaOH are J.T. Baker brand.

Adsorbent Preparation. The grass was cut at ground level and dried

for two days in the sun. Subsequently, it was passed through an
electric mill to reduce its size. The particle size of the adsorbent was
selected using a steel sieve with a mesh #60.

Point of Zero Charge (PZC). 50 ml of distilled water were added to
five 100 ml Erlenmeyer flasks, adjusting the pH in each solution to
a range of 3 to 7 using 0.1 M HCI and NaOH solutions. 0.5 g of
dry Camalote grass were added to these solutions and were stirred
constantly at 225 rpm for 48 hours at room temperature. At the
end of this process, the final pH value was measured. pH readings

for the solutions were made using a Hanna® HI98103 pH meter.

Methylene blue solutions preparation. A stock solution of

the cationic methylene blue (MB) dye was prepared at a mass
concentration of 0.5 g/0.5 L, obtaining a concentration of
1,000 mg L-1 (Equation 1).

equation 1

Volumetric dilutions were made from this solution to obtain
. . -1
solutions at concentrations of 20, 40, 60, 80, 100 mg L™

Calibration curve of the MB solution. A Thermo Scientific
Evolution 300 UV-Visible spectrophotometer was used for a
complete wavelength scan from 200 to 800 nm. The maximum

adsorption wavelength was found at 664 nm, which was taken
as a reference to create a calibration curve with MB solutions at
concentrations of 20, 40, 60, 80, and 100 mgL‘l. The absorbance
readings were processed using the OriginPro8 program, performing
a linear fitting by the Y= mx+b least squares method, resulting in a
straight line equation, which was used to calculate the concentration
present in an unknown sample.

Adsorption Test

pH Effect. 100 mg of Camalote grass was added to 50 ml of each of
the 20, 40, 60, 80, 100 mg L' solutions of the MB dye. The pH was
adjusted on a scale of 4-8 using 0.1 M HCI and NaOH solutions.
The solutions were stirred at room temperature at 225 rpm for 6
h. The absorbance of the solutions was measured using a UV-Vis
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spectrophotometer. Contact time: 100 mg of Camalote grass was
added to 50 ml of each of the 20, 40, 60, 80, 100 mgL" solutions
of the MB dye. They were stirred at room temperature, at 225 rpm,
pH 8. Aliquots were taken at intervals of 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 120, 180, 240, 300, 360, and 1440 min. The absorbance of
the solutions was measured using a UV-Vis spectrophotometer.
Removal percentage: The amount of dye adsorbed over the
measured amount of adsorbent and the percentage of color removed
was calculated using equations 2 and 3.

Co—Ct
Co

noval = x equation 2

Co—Ct

% removal = x 100 equation 3

Where Co= initial concentration of MB (mg/L); C= MB
concentration at some time # V= volume of solution (L) and M=
mass of adsorbent (g).

Determination of functional groups. To acquire data by FTIR,
a small amount of sample is taken and put on the ATR crystal.

Spectra were acquired using a Nicolet iS5 FTIR spectrophotometer.
Thermo Scientific: ZeS glass; acquisition range 4,000-400 cm'’;
number of scans 64, resolution 4 and gain 4.

Study of equilibrium systems
Langmuir Isotherm. Experimental data were used to calculate

isotherms using equation 4:

C, 1 C,

4 bGmax

— equation 4
Where Ce (mg L) is the concentration of dye solution at
equilibrium, and q (mg g‘l) is the mass of adsorbed dye per gram
of adsorbent. qmax is the dye mass that 1 g of adsorbent can adsorb
when the monolayer is complete, and b is the isotherm constant for
a particular adsorbate-adsorbent combination (parameter reflecting
the aflinity of the adsorbent for the adsorbate). qma and b are
calculated from the slopes (1/qms) and intercepts (1/b qmar) of the
linear lines of Ce/q.

Freundlich Isotherms. The isotherms were calculated using the

linearized equation 5.

Ing = Ink + %lnC,_, equation 5
Where q is the amount of solute removed per unit mass of
adsorbent (mg g‘l), Ce is the concentration of MB at equilibrium
(mg dm?), K is the equilibrium constant (mgg‘l (dm’ mg‘l)‘l/"),
and n is a constant related to the affinity between the adsorbent
and the solute.

RESULTS AND DISCUSSION

Adsorbent Characterization. The identification of the functional
groups of the Camalote grass (Figure 1a) was carried out using the

infrared spectroscopy technique. Figure 1b shows the FTIR spectrum
where the peaks for the O-H bond are observed at 3,249 cm™ stretching
and 649 cm”" torsion; for the C-H bond of the methylene group CH at
2,921 cm’ asymmetric stretching, 2,850 cm’ symmetric stretching, and
821 cm” torsion; the peak at 1,654 cm™ corresponds to a C=O bond
of the lignin structure; the peak at 1,164 cm™ corresponds to the HaC-
O-H bond; the peak at 1,050 cm'™ is assigned to the C-O-C B-glycosidic
bond; and the peak at 1,004 cm" corresponds to the C-O bonds.

Likewise, it was considered important to determine the Point of
Zero Charge value, which is one of the most important factors in the
adsorption process, since it allows establishing the optimal pH to obtain
the highest percentage of adsorbate removal. Figure 1c shows the graph
of the initial pH vs final pH. The pHpx« was obtained by adjusting the
line to the origin. The change in slope suggested the pHpx value = 5.05.
Therefore, at a pH greater than 5.05 the surface of the adsorbent will be
negatively charged and will favor the adsorption of MB given its cationic
structure (Rios ez al. 2020).

Effect of pH on the methylene blue removal. Figure 2 shows the
effect of pH of the initial solution on the amount of dye adsorbed in the
concentration range of 20-100 mgL"" MB. Observations indicate that
the amount of dye adsorbed increases as the pH of the solution becomes
more basic, this is associated with the pHp value = 5.05; values above the
surface are found to negatively absorb the cationic dye more efficiently.
Thus, the highest values for ge (mgg‘l) and % removal for each of the
concentrations at a pH 8 were obtained. The effect was best observed at
the concentration of 100 mgL", since the amount of adsorbed dye was
increased from 19 mgg” to 42.5 mgg" and from 38% to 85.5% with an
increase in pH from 4 to 8.

Determination of contact time. Figure 3a shows the removal percentages
from 0 to 60 minutes for each of the study concentrations, where it is
observed that after 5 min for the concentrations of 20 and 40 mgL." a
removal percentage greater than 80 is achieved, while for concentrations
of 60, 80, and 100 mgL" it is close to 80 percent. Subsequently, there is
a tendency towards small increases in the value of the removal percentage
in a period of 60 min, with the concentration of 20 mgL" reaching a
percentage close to 100%. The contact time was left untl completing
24 h, where it was observed that the removal percentage values remained
constant (Figure 3b). The contact time established to remove the MB
is 30 minutes, during which time the maximum removal percentage is
reached. After this time the values remain constant.

Studies of MB-adsorbent equilibrium systems.

Table 1 shows the values of the Langmuir and Freundlich isotherm
constants obtained from the linearity of the experimental data obtained
by UV-Visible spectroscopy after adsorption of MB on the Camalote
grass. The qmax values for the Langmuir isotherm range from 19.80 to
94.52 mg g and b from 0.10 to 0.05 Lmg; while for the Freundlich
isotherm, K values ranging from 3.79 to 5.13 (mgg‘1 (L mg‘l)‘”" and n
from 2.6 to 1.27 are obtained. These values are higher than those reported
by Hameed (2009) in the study of grass residues as MB adsorbents,
where the reported qma is in the range from 11.31 to 58.20 mg g
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Figure 1. a) Camalote grass; b) infrared spectrum of Camalote grass; ¢) pHpzc of Camalote
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Figure 2. Effect of pH on the methylene blue removal on: a) the removal capacity; b) the removal percentage.

Figure 3. Contact time for methylene blue removal. a) 60 min; b) 24 h.
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Table 1. Coefhicients derived from Langmuir and Freundlich adsorption isotherms.

Langmuir parameters Freundlich parameters
pH R’ Qmax b R’ K n
(mgg") (Lmg") (mgg (L mg")™"
4 0.98 19.80 0.10 1.00 3.79 2.57
5 0.98 21.48 0.13 1.00 4.55 2.63
6 0.99 28.86 0.14 0.98 5.52 2.34
7 1.00 76.69 0.06 0.99 4.94 1.39
8 1.00 94.52 0.05 1.00 5.13 1.27

Figure 4. Fitting of the experimental data to the Langmuir and Freundlich isotherms. a) Langmuir isotherm pH 4; b) Langmuir isotherm pH 6;
¢) Langmuir isotherm pH 8; d) Freundlich isotherm pH 4; e) Freundlich isotherm pH 6; f) Freundlich isotherm pH 8.
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Also, adsorption kinetics were performed, and experimental data
were correlated to determine the equilibrium systems between MB/
adsorbent using the Langmuir and Freundlich models.

Figure 4 shows that the experimental data obtained fit better to
Langmuir and Freundlich models at pH higher than pHrzc = 5.05.
In the Langmuir model fitting at a pH of 8, qmax = 94.52 represents
the maximum adsorption capacity of the solid phase, and b =
0.05 is a parameter reflecting the affinity of the adsorbent for the
adsorbate. The values were comparable to those reported in the
methylene blue adsorption with cotton peel (Gossypinm hirsutum
L.) (Zaval-Flores et al. 2024). In the Freundlich model fitting, at
a 7 and 8 pH, n values close to 1 were obtained, which means
that chemisorption is favored in the active sites. Similarly, K values
range from 3 to 5 suggesting that methylene blue is retained by the
adsorbent through chemisorption (Rivas ¢t al. 2014).

Chemisorption can occur due to Camalote grass and methylene
blue contain functional groups capable of interacting with each
other through hydrogen bonds. Figure 5a shows a representation of
the interaction between the adsorbent and methylene blue through
hydrogen bonds. Figure 5b shows the FTIR spectrum obtained
after the adsorption process where it is observed that the initial
peaks presented in Figure 1b are shifted to longer wavelengths due
to the interaction by hydrogen bonds between the links. Vibrations
after the adsorption process for the O-H bond are at 3,334 cm”
stretching and 665 cm™ torsion; for CH2-O-H bond at 2,923 cm”
asymmetric  stretching, 2,848 cm’ symmetrical stretching;
1,455 cm” bending; and C-O-C B-glycosidic bond shifted to
1,027 cm™. A new peak appears in the spectrum at 1,455 cm’
corresponding to the C-N bond. Results showed that methylene
blue was adsorbed within the Camalote grass structure (Jiang &
Hu, 2019).

Figure 5. a) Interaction between Camalote grass and methylene blue dye; b) FTIR spectrum after adsorption process.
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In this work, it was found that for all MB dye concentrations
studied, removal percentages greater than 80% occurred. The
adsorption of methylene blue is pH-dependent. The maximum
adsorption capacity was 94.52 mg g at pH 8. The results obtained
are fitted to the Freundlich and Langmuir isotherms, which shows
the formation of a monolayer and a multilayer, and it is suggested
that the interaction between blue methylene and the adsorbent are
given by chemisorption through hydrogen bonds interactions.

Therefore, it can be concluded that Camalote grass (Paspalum
Jasciculatum) can be considered as an adsorbent material in the
treatment of water contaminated with dyes, thus providing a
solution to the accumulation of waste aimed at poor final disposal.
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ABSTRACT

Fires are one of the most aggressive and sudden disturbances that
can affect ecosystems. During the first months of the year 2022,
a series of fires of great magnitude spread in the Iberd streams,
which is the largest wetland in Argentina and the second largest
in South America after the Pantanal in Brazil, with devastating
environmental and social consequences. The aim of this study is
to analyze the fires that occurred in the Iberd Reserve and National
Park located in the province of Corrientes at the beginning of the
year 2022 using remote sensing techniques through the Google
Earth Engine processing platform. In this study, the total affected
areas were calculated and their severity was analyzed. The results
indicate that approximately 20 % of the reserve and close to 50 %
of the Iberd National Park have been burned, with a predominance
of severity levels ranging from moderate high to high. Remote
sensing techniques are a significant resource in fire monitoring,
making it a powerful tool in planning regulations or measures
aimed at contributing to the mitigation, management, and early
warning of fires.

Keywords: Biomass burning; Environmental risk; Fire mapping;
Remote sensing of natural fires; Wetland fire.

RESUMEN

Los incendios son una de las perturbaciones o disturbios mds
agresivos y repentinos que pueden afectar a los ecosistemas.
Durante los primeros meses del afio 2022 se propagaron una serie
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de incendios de gran magnitud en los esteros del Iberd, el cual
es el mayor humedal de Argentina y el segundo de Sudamérica
luego del Pantanal en Brasil, con consecuencias ambientales y
sociales devastadoras. El objetivo del trabajo consiste en analizar
los incendios ocurridos en la reserva y el Parque Nacional Iberd
ubicada en la provincia de Corrientes a principios del afio 2022
aplicando técnicas de teledeteccion a través de la plataforma
de procesamientos de Google Earth Engine. En este trabajo se
calcul las dreas totales afectadas analizdndose la severidad de
estas. Los resultados muestran que se ha quemado alrededor del
20 % de la reserva y cerca del 50 % del Parque Nacional Iberd
con predominio de niveles de severidad entre moderada alta y alta.
Las técnicas de teledeteccién son un insumo significativo en el
monitoreo de incendios, lo que la vuelve una herramienta potente
en la planificacién de normativas o medidas que contribuyan con la
mitigacion, gestion y alerta temprana de incendios.

Palabras clave: Incendio de humedales; Mapeo de incendios;
Quema de biomasa; Riesgo ambiental; Teledeteccidn de incendios
naturales.

INTRODUCTION

Fires, both those of natural and anthropogenic origin, are one of the
most aggressive and sudden disturbances that can affect ecosystems,
strongly depleting and modifying their structure and composition,
and their impact can be reflected both locally and globally (Pefia
& Ulloa, 2017; Montiel et al. 2021; Smichowski ez al. 2021;
Diaz et al. 2023). Their manifestation, especially those of large
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magnitude, affect the natural evolution of ecosystems directly,
and biogeochemical cycles, local climate and other variables
indirectly (Crutzen & Andreade, 1990; Hoffmann ez al. 2003).
These can eliminate a large portion, or even all, of the protective
vegetation cover, with the consequent loss of soil aggregates, greatly
increasing soil erodability (Neary ez /. 2005). In addition, they can
cause a slower recovery of many plant species in different strata,
generating greater accumulations of coarse fuels and increasing
the severity of future fires (Lentile ¢z a/. 2006; Botella-Martinez &
Fernindez-Manso,2017).

However, the consequences of this type of disturbance are not
always negative, since in many regions it plays a key ecological role
by contributing to ecosystem balance (Ferrelli, 2023; Kunst ez al.
2015). In turn, in certain regions fire is used as a tool for vegetation
management and clearing (Smichowski ez /. 2021). As mentioned
by Soares et al. (2021), in some cases sexual reproduction of plants
is favored by enhancing post-fire flowering or facilitating fruit
spreading, releasing seeds (Lamont ez al. 2019), as long as they can
survive the fire event (Cirne & Miranda, 2008).

The effects of fire on germination appear to differ among fire-prone
habitats. A growing number of species from fire-prone neotropical
ecosystems have shown little or no fire-related effect on increased
germination; however, heat tolerance has been noted as a crucial
trait for surviving fire, rather than rupture latency (Zupo ez al.
2021). On the contrary, as the authors state, temperate ecosystems,
mainly Mediterranean vegetation, usually present species that show
fire-stimulated germination.

Following a fire, there are direct effects on the ecosystem that
include loss of organic matter and changes in inorganic matter,
as well as on the short and medium term survival potential of
vegetation (Guillem-Cogollos e /. 2017). This damage linked
to high burn severity can even affect instantaneous energy fluxes
(Sanchez et al. 2009) and their resilience (Paula ez a/. 2009; Tessler
et al. 2014), leading ecosystems to irreversible stages, causing a loss
of environmental ecosystem services (Gémez-Sinchez et al. 2017).
In areas where the severity has been low or even moderate, trees
will remain alive but weakened, leaving them exposed to invasive
organisms, which can lead to pest outbreaks and the entry of invasive
species (Gibson & Negrén, 2009; Botella-Martinez & Ferndndez-
Manso, 2017). On the other hand, they also have an impact on
greenhouse gas concentrations, loss of animal biodiversity, as well as
triggering damage to people, infrastructure and the economy (Omi,
2005; Chuvieco, 2008; Botella-Martinez & Ferndndez-Manso,
2017). For all these statements, it is important to consider that
fires can also be natural and that they occur worldwide in a certain
season and will continue to occur; therefore, their permanent
monitoring and study are important.

In recent years, fires have been recurrently manifested in South
America, and the Argentine territory is an example of this (Delegido
et al. 2018; Smichowski ez al. 2021). During 2020, fires were
recorded in 22 of the 23 provinces that comprise the Argentine
national territory (MAyDS, 2020). The province of Corrientes was

affected by a large number of fire outbreaks distributed throughout
the territory, with around 20 % of the peri-urban area of the city
being burned (Smichowski ez a/. 2021).

Undoubtedly, these would be some of the examples that allow us to
take back possible future scenarios associated with climate change,
whose repercussions on a local scale have high levels of uncertainty.
Therefore, it is essential to have accurate information obtained
in the shortest possible time, if there is a need for measures to
mitigate imminent socio-environmental risks. In this context, it
is essential to have a mapping of burned areas to understand the
trends over time in terms of the degree to which fires affect a given
territory, as well as to facilitate their prevention (Botella-Martinez
& Ferndndez-Manso, 2017). Undoubtedly, this is a very relevant
point in risk management, especially when trying to cover large
extensions or where accessibility to certain locations is limited.

For several decades, fire ecologists and managers have used remote
sensing, including photointerpretation, to geographically locate
both old and active fires to obtain their frequency and extent (Diaz-
Delgado & Pons, 1999). The various technologies developed in the
field of spatial remote sensing currently allow rapid detection and
quantification of the areas affected by fire (Mattar ez al. 2012). The
great spatial coverage capacity and high frequency of observation
provided by satellite sensors, together with the speed with which
data can be obtained, make them a valuable resource for fire
detection and mapping (Chuvieco, 2008).

In this regard, perimeter delimitation of burned areas (Key &
Benson, 2006), studies on vegetation recovery after a fire (Diaz-
Delgado & Pons, 1999), establishment of the number of active fire
hotspots (Diaz e al. 2023), are some of the possible applications
offered by remote sensors for the analysis of fires in order to
establish fire management strategies.

Within this range of applications of remote sensors to the study
of fires, one of the main ones is related to the severity of burned
areas, defined as the damage caused by the passage of fire expressed
by the magnitude of the ecological change caused (Key & Benson,
20006). It is considered, in turn, as a descriptor of the environmental
impact of fire and a determining factor in explaining ecosystem
response (Lentile ez al. 20006).

The post-fire severity level can be determined by several procedures,
although remote sensing is the only method capable of providing
acceptable estimates at a regional scale and in the required time
(Martinez et al. 2017). Through the application of the dNBR
index, based on the calculation of the NBR (Normalized Burn
Ratio) before and after the fire, it is possible to distinguish which
areas were the most and least affected by the fire (Key & Benson,
2000).

The response of the vegetation will depend on the severity of
the fire on it (Frolking et al. 2009; Jin et al. 2012; Veraverbeke
et al. 2013), which is a consequence of the intensity of the burn
(temperature and duration of the fire). This factor, together with the
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environmental characteristics of the burned areas (vegetation type,
soil chemical composition, meteorology and plant reproduction
strategy) determine the resources affected and the foreseeable time
during which these resources will not be available (Pausas, 2012).
Their quantification is critical for the rehabilitation of burned areas,
since, from the determination of the effect of fire, it is also possible
to study the differences in regeneration after its manifestation.
The more severe the calcination of biomass, the more severe the
impact on ecosystem resilience, i.e., its capacity to return to its
pre-disturbance state (De Santis & Chuvieco, 2007; Chen ez al.
2011). On the other hand, this is also important in the control of
hydrological and erosive risk (Robichaud ez /. 2000).

On the basis of the aforementioned, it is important to have
operational techniques that allow estimating the severity of fire
impact and enable managers to better plan their post-fire actions.
Therefore, the purpose of this work is to apply remote sensing tools
to delimit the areas affected by the fires that occurred in the Iberd
reserve during the first months of the year 2022 and to determine
the different levels of severity.

MATERIALS AND METHODS

The Iberd macrosystem is one of the most important subtropical
wetlands in the biosphere in terms of its extension and the species
that inhabit it, both animal and plant. It comprises a complex
water system composed of lentic and lotic environments, made
up of small shallow lakes, marshy environments locally known as
estuaries or glans, depending on their extension or permanence of
their waters and even intricate river courses (Neiff, 2003).

Located in the upper basin south of the Parand River and entirely
within the province of Corrientes, it covers an area of 13,000
km” (Neiff, 2001), making it the second largest wetland in South

America after the Pantanal in Brazil. It is characterized by a humid
subtropical climate, with average temperatures of around 21 °C,
with maximum temperatures of over 40 °C and a windchill factor
of 50 °C. Due to its extension, annual rainfall is in the order of
1,200 to 1,700 mm with an increasing gradient from SW to
NE (Contreras & Ojeda, 2016). Although there is a significant
reduction in rainfall amounts during the winter season, abundant
precipitation is recorded from spring to autumn, with maximums
in the latter, mainly in the months of April and May.

The Iberd macrosystem was declared a Provincial Natural Reserve in
1983 by Act 3771 (Honorable Cdmara de Diputados, 1983), with
the purpose of conserving the natural heritage of the Provincial
State, which generated a paradigm shift between biodiversity
conservation and economic production. It should be noted that,
due to the large floodable extensions, Iberd was considered a region
of unproductive lands, dominated by extensive cattle raising.

Within the Iberd Reserve (IR), there is the “Gran Parque Iberd”
of 7,680 km”, of which 6,000 km” belong to the province, while
the remaining 1,680 km” belong to the national government. Gran
Parque Iberd was constituted in 2015 through the donation of land,
both public and private; and from this moment on, this region had
a strong growth in tourist activity, which is enabled throughout
the year.

In this context and considering the difficulty to enter the IR, there
are currently portals that are access routes to the different protected
areas within the reserve. In this research we propose to work with
the areas of Cambyretd, San Nicolds / San Alonso, Carambola and
Rincdn del Socorro, which are part of the Gran Parque Iberd and
have different levels of management both provincial and national
administration (Figure 1).

Figure 1. Location of the Iberd Natural Reserve and Portals (province of Corrientes, Rep. Argentina).
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For the analysis of burned areas, Sentinel 2A images were used
in the Google Earth Engine platform, which are orthorectified
and corrected with surface level reflectance (https://developers.
google.com/earth-engine/datasets/catalog/ COPERNICUS_S2_
SR_HARMONIZED). The pre-fire image (initial condition)
corresponds to December 2021, while an image from the end
of February 2022 was selected as the post-fire image. The dates
were chosen based on the record of the beginning of the fires and
their prolongation over time, which were obtained through optical
analysis of raw images, journalistic information and information
from key informants.

The NBR index was calculated on both images (Equation 1), which
is obtained by operating on the NIR (Near infrared) bands, whose
reflectivity decreases due to the disappearance of active vegetation,
and the SWIR (Short-wave Infrared), in which reflectivity increases
due to moisture loss, greater soil exposure and lower shadows cast
by the vegetation (Escuin ef al. 2008; Gémez-Sdnchez ez al. 2017;
Guillem-Cogollos ez al. 2017; Chuvieco, 2002).
NBR=(NIR-SWIR)/(NIR+SWIR)

equation 1

Table 1. Range of fire severity categories

The operation yields result between -1 and 1, and takes low values
for areas affected by fires, while for unaffected areas it acquires high
values (Key & Benson, 2006; Anaya ez al. 2018). Once the NBR
indexes were obtained for the pre- and post-fire images, the INBR
was calculated using equation 2.
dNBR = (NBR pre - NBR pos) equation 2

The dNBR values are based on the temporal change in reflectance
of pre- and post-fire images, correlated with the magnitude of
environmental change caused by fire (Arellano Pérez et al. 2017).
These were classified considering the criteria of Key & Benson (1999),
where it is stated that negative values correspond to unaffected or
recovered areas after the fire, while positive values correspond to
burned areas. As the study consisted of analyzing burned areas, only
values greater than 0,1 according to the classification proposed by

Key & Benson (1999) were used (Table 1).

After obtaining the data, total burned areas and burned areas by
severity levels were calculated for the Iberd Reserve as a whole and
for the four portals, respectively (Table 2).

NBR FIRE SEVERITY
<-0,25 High restocking
-0.252-0.1 Low restocking
-0,1t0 0,1 Not burned
0,1 to 0,27 Low severity
0,27 to 0,44 Moderate low severity
0,44 to 0,66 Moderate high severity
> 0,66 High severity
Source: Key & Benson (1999)
Table 2. Total burned and not burned areas for the different areas under study.
Cambyretd San Al,onS(,)/ Carambola Rincon del Tocal in Iberd total
(ha) San Nicol4s (ha) Socorro Portals (ha)
(ha) (ha) (ha)
Portal surface 23,482 107,081 17,832 31,288 179,684 1,249,770
Burned surface 16,201 53.097 6,654 9,600 85,553 242,554
Not burned 7,281 53,983 11,178 21,688 94,130 1,007,215
surface

RESULTS AND DISCUSSION

Using the combination of RGB = 12-8-3 Sentinel 2A bands, a first
approximation of the affected areas within the Iberd Reserve was
made, which allowed us to compare the pre-fire (Figure 2a) and
post-fire (Figure 2b) situations. Undoubtedly, the most affected
areas were found to the north of the study area, identified in reddish
and brownish tones.

The calculation of the area burned without discriminating by
severity level showed that 242,554.6 ha of the reserve were burned.
Therefore, it was possible to state that in 40 days 19.4 % of the total
area of the IR was burned, at a rate of 6,000 ha/day.

The results by protected areas showed that the most affected portal
was Cambyretd (69 %), followed by San Nicolds/San Alonso
(49.6 %), Carambola (37.3 %) and Rincén del Socorro (30.7 %),
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respectively. It should be noted that the portals are access areas to
the reserve, which can be nationally or provincially administered.

In total, one out of every five hectares of the IR burned, while the
value increased to one out of every two if we count only the portals
under study. This means that the impact of fires was greater in the
protected areas under study than in the reserve in general.

The severity results showed a predominance of moderately low
to high values in the IR, with a low severity sector located in the

northern center of the reserve (Figure 2¢).

Figure 3 shows the absolute areas burned for each of the portals,
the total sum of these and those corresponding to the Iberd Reserve
(IR) as a whole. In all cases, moderate severity levels predominated,
especially high moderate severity, except in Rincén del Socorro,
where high severity is higher than low moderate severity.

Figure 2. Comparison between pre-fire and post-fire images of Iberd Reserve during the first months of 2022. a) Pre-fire image; b) Post-fire image;

o) Severity of burned areas.
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Figure 3. Areas burned according to severity level by portals, in the portals as a whole and Iberd Reserve between January and February 2022. a)
Cambyretd; b) San Alonso/San Nicolds; ¢) Carambola; d) Rincén del Socorro; €) Sum of portals; ) Iberd Reserve.

Figure 4 shows the percentage of burned areas according to severity
levels. The first thing that can be seen is the high levels of burn
severity, since if the high severity and high moderate severity classes
are added together, the percentage exceeds 50 % in all cases. At
the same time, it was possible to note that in general, there was a
pattern of severity that was repeated in all the areas analyzed.

Although Cambyretd was the most affected portal in terms of
burned area, it was the second most affected in terms of percentage
of high severity (9.2 %) and the least affected by high moderate
severity. In addition, if the two highest severity levels are added, the
result is 55.3 %, the lowest percentage of all the portals. On the

other hand, the Rincén del Socorro portal has the highest severity
levels (27.8 % high severity and 66.9 % high moderate severity)
and the lowest affected area (30.7 %). This could indicate that,
although Cambyretd was the most affected portal in terms of surface
area, it is the least affected in terms of severity. Therefore, it could
be inferred that it is possible that post-fire recovery is faster. On
the other hand, the burned areas in Rincén del Socorro may take
longer to recover from the disturbance, given that the severity was
greater, perhaps requiring a greater fire management intervention.
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Figure 4. Percentage of burned areas by severity by portals and in the entire Iberd macrosystem (province of Corrientes, Republic of Argentina)

between January and March, 2022.

The availability of dry fuel biomass is one of the factors related to
fire expansion. However, within the ecosystem and natural cycles
that can develop within wetlands, there is methanogenesis, which
refers to the production of methane (Romero-Mariscal ez al. 2023).
According to Nicho Alvarado er al. (2021), this gas contributes
15 % of the greenhouse effect, which is mostly formed in wetlands.
According to the authors, in most natural wetlands with neutral
pH, methane would accumulate at high levels during anaerobic
decomposition.

Regarding the burned areas, and setting aside the natural aspects
mentioned above, the results showed that, proportionally, the
most affected areas of the Iberd IR were those with greater human
intervention. Whether due to greater development of urban
infrastructure or agricultural and livestock activities, the interaction
between society and nature is a determining factor in increasing the
probability of fire occurrence.

However, the question could be raised as to how areas that are
protected and intended for conservation have been affected. At this
point, it is worth noting that most of the different portals were
originally private property, and even today it is possible to detect
livestock and forestry activity within them.

On the other hand, there are no buffer areas or transition spaces
that in some way act as firebreaks or at least prevent direct contact
between human development and the space to be conserved.
Likewise, despite being an area that is protected or with greater
restrictions in terms of the anthropic practices that are conducted
there, it does not guarantee that fires will be avoided.

Vasco-lucio et al. (2022) state that fire severity, understood as
the ecological change caused by this disturbance, can be assessed
from direct observation of damage levels or from remote sensing
techniques based on changes in the reflectivity of burned areas
(Montorio Lloverfa et al. 2014). As opposed to visual estimation
in the field, which is highly costly in time and money, remote
observation provides information with a large spatial coverage,
quickly and continuously (Patterson & Yool, 1998), so it is

important and should be constant the search for indexes, models
and techniques that allow the correct estimation of severity with
spectral information (Montorio Lloverfa ez a/. 2014). In this regard,
the use of Google Earth Engine has been notably extended in recent
years, since it allows the processing required for the study of fire
severity in a fast and efficient way (Anaya ez /. 2018; Smichowski
et al. 2022, Long et al. 2019; Wang et al. 2022).

In this platform it is possible to find the complete series of images
from various satellite systems such as Landsat, Sentinel or MODIS
in the cloud, which have geometric and radiometric corrections.
This added to the possibility of making mosaics and spatial statistics
with the application of simple scripts, decreases processing times
significantly compared to traditional remote sensing (Perilla &
Mas, 2020; Gorelick ez al. 2017; Anaya et al. 2018).

Within the range of indexes developed, the Normalized Burn
Ratio (NBR) has undoubtedly been the most widely used, as it
comparatively improves the results obtained by other indexes
(Epting ez al. 2005; Hudak ez al. 2007; Tanase et al. 2011). The
NBR index presents good results in the evaluation of fire in general.
However, it should be considered that it simply reports the state of
the vegetation at the moment, regardless of whether the damage is
caused specifically by fire or by other factors such as, for example,
pests (Flores-Rodriguez e al. 2021). In addition, it is important
to consider that burned areas reported with NBR can be confused
with water bodies or bare rock areas (Heredia Laclaustra et al.
2003), and the presence of smoke in active foci also interferes with
the detection of burned areas. In landscapes associated with the
study area, it has been shown that dry wetland vegetation generates
errors in the overestimation of burned areas (Smichowski ez al.
2021), which makes it necessary to conduct careful controls of the
results obtained.

These problems can be solved with the application of dNBR since,
by comparing the situation before and after the fire, it improves the
delimitation of the area effectively affected by the passage of fire. At
the same time, it allows detecting the severity with which the fire
acted in different places by measuring the magnitude of changes
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in surface cover (Key & Benson 2006). However, considering
that in most cases fires occur in times of drought, many times the
changes produced by water stress in the environment between the
pre- and post-fire image are shown in the dNBR as mainly low
severity levels (Anaya ez al. 2018). On the other hand, changes in
land use such as harvesting of agricultural or forest plots, clearing
of forest patches or woodlands, opening of land for urban lots,
or the presence of surface water can also be confused with areas
affected by fire (Key & Benson 2006; Flores-Rodriguez et al.
2021). Many of these drawbacks can be solved by optical analysis
perfomed by users, who must be trained to detect fire scars. This is
why the combination of remote sensing tools with optical analysis
in geographic information systems is of vital importance, as it can
make up for some of the shortcomings of automatic processing
(Chuvieco, 2008, Smichowski er al. 2021, Saucedo ez al. 2023).

The use of Sentinel 2A imagery was appropriate. Although it has a
better spatial, spectral and radiometric resolution than Landsat 8,
the most significant for this case was the temporal resolution of 5
days compared to 16 days for Landsat. Undoubtedly, this makes it
possible to obtain information closer in time to the event that needs
to be monitored (Guerrero et al. 2017). This is important in the
case of Iberd where most of the vegetation affected by disturbances
is fast recovering.

Regarding the results obtained with the severity analysis, it is
interesting to note that high severity degrees dominated, in
general (Figure 4) which would evidence that mainly tree species
were burned (Lépez Garcia, 2020; Kitzberger & Grosfeld, 2016).
However, recent studies conducted in the area show that areas
with streams and marshland vegetation, which is the predominant
vegetation in the Iberd area, were burned (Saucedo ez al. 2023).
This may be due to the fact that wetland vegetation has high
reflectance, therefore, the difference between the pre-fire and post-
fire image is high and, consequently, it is classified as high severity.
Another point in question, and as described above, the generation
of methane by the decomposition of biomass generates greater heat
intensity than the burning of the biomass itself. In this regard, it
would be interesting to cross-check severity levels with a breakdown
according to the different environments burned to better adjust the
severity levels.

In summary, although the fires can be associated with the drought
context, it is important to consider the factors that contributed
to their spread, especially in wetlands. In this regard, low rainfall,
high evaporation rates, the presence of dry biomass, the reduction
of both the area covered and the water level of wetlands, plus
conditions conducive to methane oxidation, could be the main
natural triggers of fire outbreaks, which in turn would explain the
differences in severity in the different portals studied.

In this regard, the use of Google Earth Engine has made it possible
to optimize the time and resources needed to obtain information
of great value, not only because of its veracity, but also because of
its importance for the evaluation of the severity of the disaster. In
conclusion, the use of this methodology constitutes a significant

input in fire monitoring, which makes it a powerful tool for
the planning of regulations or measures that contribute to the
mitigation, management and early warning of fires.
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RESUMEN

En Colombia, las empresas de acueducto deben garantizar que
el agua que suministran se pueda consumir directamente; sin
embargo, la percepcién de la poblacién es que su calidad no es la
adecuada para su ingesta directa. Esta situacién es mds notoria en
algunas ciudades, como es el caso de Villavicencio, Meta, donde
la mayoria de la poblacién consume agua envasada en diferentes
presentaciones, debido a la poca conflanza en el agua que
suministra la empresa de acueducto, por lo tanto, este producto
se ha convertido en un articulo de primera necesidad en la canasta
familiar de los hogares de Villavicencio. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la calidad del agua envasada de diez empresas, por un
periodo de 8 meses. La calidad se evalué mediante el andlisis de los
siguientes pardmetros fisicoquimicos: cloruro, dureza total, hierro,
manganeso, nitrato, nitrito, pH, sodio, s6lidos totales y turbiedad
y los siguientes pardmetros microbiolégicos: bacterias coliformes
totales, bacterias coliformes fecales y Pseudomonas aeruginosa.
Los pardmetros fisicoquimicos estuvieron dentro de los valores
admisibles, de acuerdo con la norma de referencia; no obstante,
se evidencié la presencia de microorganismos en el 33 % de las
muestras analizadas, por lo que su consumo representa un riesgo
para la salud humana.

Palabras clave: Agua potable; Bacterias coliformes fecales; Bacterias
coliformes totales; Riesgos para la salud; Salud publica.

Aceptado: febrero 14 de 2024

Editado por: Helber Adrian Arévalo Maldonado
ABSTRACT

In Colombia, water companies must guarantee that the water
they supply can be consumed directly. However, the population’s
perception is that the quality of this water is not adequate for
direct consumption. This situation is more noticeable in some
cities, such as Villavicencio, Meta, where most of the population
consumes packaged water in different presentations due to little
confidence in the water supplied by the water company. Therefore,
this product has become a staple item of Villavicencio households.
The aim of this work was to assess the quality of packaged water
from ten companies for a period of 8 months. Quality was assessed
by analyzing the following physicochemical parameters: chlorides,
total hardness, iron, manganese, nitrate, nitrite, pH, sodium, total
solids, and turbidity; and the following microbiological parameters:
total coliform bacteria, fecal coliform bacteria, and Pseudomonas
aeruginosa. The physicochemical parameters were within the
admissible values in accordance with the reference standard.
However, the presence of microorganisms was evident in 33 %
of the samples analyzed, so its consumption represents a risk to
human health.

Keywords: Fecal coliform bacteria; Health risk; Potable water;
Public health; Total coliform bacteria.
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INTRODUCCION

El servicio de abastecimiento de agua para consumo humano,
en especial, en algunas regiones de los paises en via de desarrollo
es deficiente y no abarca el total de la poblacién; ademds, dicho
abastecimiento se realiza en algunas ocasiones desde fuentes de agua
sin un tratamiento adecuado (Avila de Navia & Estupindn Torres,
2011; WHO, 2017).

El consumo de esta agua se convierte en un factor determinante
en la propagacién de enfermedades, principalmente, en el tracto
digestivo, por la presencia de ciertos microorganismos, como
Cryptosporidium, Giardia, Salmonella y Shigella (Balbus & Lang,
2001) o por la presencia de ciertos elementos quimicos en elevadas
concentraciones (Giiler & Alpaslan, 2009; Diduch ez /. 2011).
Debido a la facilidad de acceso al agua envasada y a la percepcién
que tiene la poblacién de que esta agua es de mayor calidad, esta
fuente para consumo humano se ha posicionado como respuesta
frente al problema de abastecimiento (Etale ez @/ 2018; Delpla
et al. 2020).

Teniendo en cuenta la preferencia de las personas de estas regiones
por el agua envasada, la evaluacién de su calidad ha sido objeto
de estudio. Autores, como Lalumandier & Ayers (2000), Cidu
et al. (2011), Nouri ez al. (2014), Di Giuseppe (2017), Allaire
et al. (2018), Etale ez al. (2018) y Mason et al. (2018) encontraron
que no en todos los casos el agua envasada era de mejor calidad
que el agua de los acueductos de estas regiones. Adicionalmente,
en estos estudios se reporta que el agua envasada puede ser hasta
2.000 veces mds costosa que el agua suministrada por el acueducto
(Jain ez al. 2019), a lo que se debe sumar el costo ambiental por la
contaminacién por empaques pldsticos (Coelho ez 2/ 2011).

Colombia, no es ajena al aumento del consumo de agua envasada,
incluso, en Bogotd, la ciudad capital del pais. En el pais, el agua
envasada para consumo humano es considerada un producto de la
industria alimenticia, por lo tanto, su control y vigilancia la realiza
el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos,
Invima, por medio del Programa Nacional de Vigilancia y Control
de Microorganismos Patégenos y Calidad Microbioldgica y
Fisicoquimica en Alimentos y Bebidas. El Invima (2016) reporté
que las tres ciudades con mayor niimero empresas registradas para
la produccién de agua envasada son Bogotd, con 100 empresas;
Villavicencio, con 52 y Cartagena, con 18 y, en menor medida,
Cali, Monteria, Neiva y Barranquilla.

Entre los estudios sobre la calidad del agua envasada y comercializada
en Colombia, se destacan los trabajos realizados por Simanca ez al.
(2010) y Vidal ez al. (2009), quienes analizaron la calidad del agua
envasada en bolsas comercializadas, en Monterfa y en Sincelejo,
respectivamente. Estos trabajos demostraron que el 92 % de las
marcas de agua en bolsa que se comercializan presentan niveles
microbiolégicos por fuera de lo establecido por la resolucién 12186
de 1991 del Ministerio de Salud (1991), indicando que estas
muestras no fueron aptas para el consumo humano.

En el caso de Villavicencio, la empresa de acueducto no
garantiza el suministro de agua potable en todos los sectores de
la ciudad y adicionalmente, los consumidores tienen una falta
de confianza frente a la calidad del agua que llega a los hogares
(Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio, 2019). Ante tal
situacién, los ciudadanos han optado por consumir agua envasada,
principalmente, en las presentaciones de bolsas de 6 L y garrafas de
18 -20 L.

Ante la poca informacién acerca de la calidad del agua envasada,
en especial, la que se comercializa en Villavicencio, surgié la
necesidad de adelantar un estudio para analizar las caracteristicas
fisicoquimicas y microbioldgicas del agua envasada, que se
comercializa en esta ciudad.

MATERIALES Y METODOS

Area y poblacién de estudio. La investigacién se realizé en
Villavicencio — Meta, Colombia, ubicada en las coordenadas 4°9°
N 73°38 O, a una altitud de 467 m s.n.m., clima cdlido con
temperatura media de 27 °C, humedad relativa promedio de 77 %
y una densidad poblacional de 500,11 hab/Km’.

Para identificar las empresas comercializadoras de agua envasada en
la ciudad, se utilizé un censo del Invima del 2016, en Villavicencio,
en donde se encontraban registradas 52 empresas. Como criterios de
seleccién para determinar la poblacién de estudio fueron aplicados
los siguientes: encontrarse en el drea urbana, tener concepto
favorable por la autoridad sanitaria, estar en funcionamiento en
el momento del estudio y que procesaran y comercializaran agua
envasada en bolsas de 6 L. Después de aplicar los anteriores criterios,
se obtuvo una poblacién de estudio de 21 empresas procesadoras,
envasadoras y comercializadoras de agua envasada en bolsas de 6 L.
De estas empresas se tomé una muestra aleatoria de 10 empresas
procesadoras, correspondientes al 48 % del total de la poblacién
de estudio.

Toma de muestras. Para la obtencidn de las muestras se realizé un
muestreo probabilistico bietdpico, tomando, en la primera etapa,
una muestra aleatoria de 10 empresas del total de 21 empresas
procesadoras y, en la segunda fase, seleccionando en cada una de
ellas, una muestra aleatoria de 5 bolsas de agua envasada de 6 L,
correspondientes al mismo lote y dia de produccidn; tres para el
andlisis microbioldgico, una para el andlisis fisicoquimico y una
como contra muestra.

El muestreo de las bolsas de agua envasada se replicé durante 8
meses, realizando la toma de las muestras para cada una de las
empresas seleccionadas. Con el fin de mantener en reserva el
nombre de las empresas muestreadas, estas fueron identificadas con
letras maytsculas desde la A hasta la J.

El muestreo se realizé siguiendo la resolucién 12186 de 1991
del Ministerio de Salud. De esta forma, las muestras de agua se
almacenaron y se transportaron en condiciones higiénicas y en
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una cava refrigerada a 4 °C hasta el laboratorio de microbiologia,
laboratorio de aguas y el laboratorio de quimica, para los andlisis
correspondientes.

Andlisis fisicoquimicos. Se determinaron los siguientes pardmetros,
de acuerdo con lo establecido en el Método Estindar de Anilisis
de Aguas y Liquidos Residuales (APHA, 2012): cloruro (Standard
Methods -SM. 4500 CI-B); dureza total (SM 2340 C); hierro total,
absorcién atémica con llama (SM 3111 B); manganeso, absorcién
atémica con llama atémica (SM 3111 B); nitrato; método
espectrofotométrico estdndar UV-VIS (SM 4500 NO; B); nitrito,
método colorimétrico estdndar (N-(1-naftil)-etilendiamina SM
4500 NO: B); pH, método potenciométrico estdndar (SM 4500
H+B); sodio, método estdndar de absorcién atémica con llama
(SM 3111 B); sélidos totales, método gravimétrico estdndar (SM
2540); turbiedad, método nefelométrico estandar (SM 2130 B).

Andlisis microbiolégicos. Las bacterias coliformes totales (BCT)
y las bacterias coliformes fecales (BCF), se determinaron utilizando
la técnica de sustrato enzimdtico (nimero mds probable, NMP,
norma técnica Colombiana NTC 4939) (Icontec, 2001a). Por su
parte, Pseudomonas aeruginosa se cuantificé aplicando la técnica de
sustrato enzimatico (NMP- NTC 4940) (Icontec, 2001b).

Reactivos. Todos los reactivos fueron de grado reactivo analitico
ACS, de las marcas Merck (Merck KGaA, Alemania) y Pan Reac
AppliChem (Espafa). Los reactivos microbioldgicos usados fueron

de la marca Merck (Merck KGaA, Alemania).

Andlisis estadistico. Con los datos fisicoquimicos y microbiolégicos
se realizd un andlisis exploratorio para cada uno de los pardmetros,
diferenciando por empresa y mes de muestreo. De igual forma,
se realizaron contrastes de hipdtesis no paramétricos (prueba de
Wilcoxon), considerando los valores méximos permisibles en la
resolucion vigente. Asimismo, para el total de datos obtenidos
en los 8 meses de muestreo, se realizé un andlisis de varianza de
medidas repetidas. En todos los andlisis estadisticos se utilizé el
software programa R versién 4.0.3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pardmetros fisicoquimicos. Los valores de calidad de agua (Tabla
1) obtenidos en esta investigacién para los pardmetros comunes:
pH, cloruro, dureza total, nitrato, nitrito, turbiedad, sélidos totales
y sodio, se encuentran dentro de los limites mdximos establecidos
por la resolucién 12186 del Ministerio de Salud (1991), aunque se
observa variabilidad entre las diferentes empresas.

Los niveles de cloruro (Tabla 1) presentaron un valor minimo
de 1,85 mg/L (empresas A, C y D) y un mdximo de 16,70 mg/L
(empresa J). La empresa ] presenta, en general, los valores mds altos
y la mayor dispersién mes a mes, seguido por las empresas C y G.

La presencia de cloruro en agua es natural y se da, principalmente,
como sales de sodio, potasio y calcio, las cuales, estdn directamente
relacionadas con el tipo y caracteristicas de la fuente de agua usada
para el envasado, por lo que es frecuente encontrar valores muy

variables de este compuesto (Simanca et /. 2010; Dhingra ez 4.
2014; Van Der Hoven et al. 2017; Dippong et al. 2020). El valor
méximo de cloruro permitido en agua suele ser alto, 250 mg/L
(Ministerio de Salud, 1991), que corresponde mds a un limite
establecido por sabor que por razones de riesgo para la salud.

El valor de dureza total para la empresa H (Tabla 1) presentd los
valores més altos mes a mes, las empresas Cy J presentaron la mayor
dispersién en este pardmetro y, en las demds empresas, los valores
fueron bajos y menos dispersos (25,7 — 73,0 mg/L).

El valor de la dureza estd relacionado, principalmente, con las
concentraciones de calcio y de magnesio presentes, por lo que el
agua se puede clasificar como suave (0-75 mg/L), moderadamente
dura (75-150 mg/L), dura (150-300 mg/L) y muy dura (mayor
a 300 mg/L), lo que permiti6 evidenciar que la empresa H, con
un promedio de 101,8+5,17 mg/L, estd ofertando agua clasificada
como moderadamente dura, mientras que el resto de las empresas
estdn ofertando aguas suaves.

Los valores de nitrato (Tabla 1) presentaron un miximo de 6,27
mg/L, valor que se encuentra por debajo de la norma colombiana
15 mg/L (Ministerio de Salud, 1991). Se destacaron las empresas
A, B, D y G, con el valor promedio mds bajo (0,69 mg/L) y poca
dispersién. Por su parte, las empresas C, E, I se destacan por
presentar los valores mds altos. Por su parte, los niveles de nitrito
determinados en este trabajo tuvieron un mdximo de 0,03 mg/L.
En general, los resultados fueron bajos, homogéneos y con un

promedio de 0,01 mg/L (Tabla 1).

La determinacién de nitrato y nitrito en agua fue incluida, debido
a que un exceso en este pardmetro ocasiona problemas de salud,
como metahemoglobilemia en nifios, cdncer gdstrico, bocio,
malformaciones e hipertensién (Majumdar & Gupta, 2000).
La presencia de nitrato o nitrito en el agua se debe a la presencia
de residuos de fertilizantes, tejidos animales o vegetales (Singh
et al. 2012; Adimalla & Qian, 2019). Por lo tanto, valores altos
indican contaminacién, debido a factores naturales o de actividades
humanas (Chabukdhara ez a/. 2017; Dippong et al. 2020).

Al analizar la turbiedad, se observé un comportamiento muy similar
en cada una de las empresas (Tabla 1), segtin el mes de muestreo,
con un promedio de 0,33+0,015 UNT, valor inferior al valor
admisible de 2 UNT (Ministerio de Salud, 1991). Estos valores
fueron mayores a los reportados para el municipio de Monteria,
(Colombia), por Simanca ez al. (2010), para agua envasada en
bolsas; sin embargo, estdn por debajo de los presentados por Marin
et al. (2017), al analizar la calidad del agua envasada en Maracaibo
(Venezuela). Valores altos de turbiedad estdn relacionados con la
interaccién de microrganismos con particulas, como la arcilla,
disminuyendo la transparencia del agua e indica una posible
contaminacién por microorganismos (Dippong ez al. 2020).

Los valores de sélidos totales (Tabla 1) estuvieron en el rango de
31,00 a 44,00 mg/L, muy inferior al valor admisible méximo de
200 mg/L (Ministerio de Salud, 1991). Las empresas A, D, Hy ]
presentan la mayor dispersién.
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El valor promedio de la concentracién de sodio (Tabla 1) estuvo en
el rango de 8,10 a 16,70 mg/L, evidenciando que las empresas B,
D, Fy G presentaron valores muy bajos (1-3 mg/L.) y homogéneos
y las marcas C, E y J presentan la mayor dispersion (Tabla 1). Por

lo general, la concentracién de sodio en agua para consumo es baja
<20 mg/L (WHO, 2017) y su consumo, en esa concentracién, no
representa riesgos para la salud.

Tabla 1. Pardmetros fisicoquimicos de agua de 10 empresas envasada en bolsa de 6 litros y comercializada en Villavicencio - Meta, Colombia.

E H Cloruro Dureza total Nitrato Nitrito Turbiedad Sélidos totales Sodio

mpresa P mg/L mg/L mg/L mg/L UNT mg/L mg/L
Resolucién

12186 (1991) 6,5-9,0 >250 >150 >15 >0,1 >2 >200 >200

N 6,9 3,85 40,80 0,05 0,005 0,31 34,25 3,70
©15" | (188 (7.96)" 0,07)" (0,004 0,07)" (4,23)° (3,58)"

B 6,8 4,77 43,78 0,03 0,002 0,29 32,00 1,85
(0,14)° (3,06)" (4,95)" (0,05)° (0,003)* (0,04)° (2,88)° (0,30)"

c 6,8 5,97 53,34 3,04 0,003 0,29 35,88 6,24
(0,15)° (3,41)" (13,8)" (2,55) (0,01)" (0,07)° (4,55)" (4,82)"

D 6,8 3,39 48,08 0,03 0,001 0,29 36,63 1,91
(0,20)" (1,69)* (7,07)® (0,05)* (0,001)* (0,07)* (3,34)" (0,31)*

E 6,8 7,23 51,40 4,32 0,01 0,30 33,75 8,38
0,21)° @,7)* (6,60)" (1,70)° (0,01)" (0,07)* (3,01)® (3,97)°

F 6,9 421 33,80 1,29 0,001 0,31 37,63 2,29
(0,22)* (1,30)" (6,19)° 0,07)" (0,001)* (0,10)* 3,16)" (0,25)"

G 6,9 5,00 45,63 0,02 0,007 0,32 36,13 1,78
(0,22)* (2,36)* a (0,03)" (0,001)* (0,06)* (3,04)™ (0,50)*

(12,01)

H 6,9 7,24 101,80 1,74 0,002 0,33 33,33 10,63
(0,14)* (2,30)® (7,96)° (0,22)® (0,001)° (0,12)* (3,79)" (2,16)°

I 7,0 9,80 41,99 4,17 0,003 0,31 38,88 10,33
(0,20)° (1,92)° (5,17)" (1,48)° (0,001)* (0,06)" (5,49)" 2,61)°

] 6,9 10,37 48,94 2,10 0,002 0,29 35,00 10,39
0,16)" (5,13)" (14,6)" 0,75)° (0,001)°" (0,04)" (4,90)" 3.71)°

Valores: media, entre paréntesis la desviacién estdndar y el superindice indica si se presentan diferencias significativas; muestras con la misma

letra no son significativamente diferentes (p>0,05).

La concentracién de manganeso en las muestras presentd valores
por debajo del limite deteccién (<0,005 mg/L), hasta un mdximo
de 0,02 mg/L. El manganeso en agua para consumo debe contener
un valor méximo de 0,1 mg/L (Ministerio de Salud, 1991), ya que a
mayores valores concentraciones se produce un sabor desagradable;
sin embargo, por temas de salud, la Organizacién Mundial de la
Salud (WHO, 2017) propone un valor limite mdximo de 0,4 mg/L.

Asimismo, la determinacién de hierro total mostré valores por
debajo del limite de deteccién de la técnica utilizada (< 0,01
mg/L) y del limite permitido por la norma colombiana, 0,3 mg/L
(Ministerio de Salud, 1991). Los valores de sodio, de manganeso y
de hierro estuvieron en rangos por debajo de los valores maximos
permitidos por la norma y fueron similares a los encontrados en
otros estudios sobre calidad del agua (Simanca ez a/. 2010; Benitez-
Payares et al. 2013; Di Giuseppe, 2017; Marin ez al. 2017; Dippong
et al. 2020).

Los valores de pH (Tabla 1) estuvieron en un rango de 6,4 a
7,2 mg/L. No se presentaron diferencias significativas entre las
empresas, indicando la baja variabilidad de los valores de pH entre
las marcas de agua embotellada, seleccionadas en este estudio. Cabe
resaltar que la empresa E tuvo en el primer mes un valor por debajo
del aceptado por la norma colombiana (Ministerio de Salud, 1991),
indicando que el 98 % de las muestras estuvieron dentro de los
limites permitidos y presentaron similitud con los andlisis de este
pardmetro en otros estudios realizados en Monterfa (Simanca ez
al. 2010). A nivel internacional, en India, Dhingra ez al. (2014)
reportaron datos similares al analizar el agua potable del distrito

Tehsil (Mohsin ez al. 2013).

El valor admisible de pH para agua envasada en la normativa
nacional (Ministerio de Salud, 1991) es un rango amplio (6,5-9,0)
y no se ha evidenciado efectos adversos sobre la salud humana,
por el consumo de agua entre este rango de pH (WHO, 2017);
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no obstante, por fuera de estos rangos, la calidad del agua puede
variar, debido a cambios en la solubilidad de algunos iones
y afectar pardmetros, como el color, el sabor y los procesos de
inocuidad microbiana (Ibrahim ez 2/ 2014; Marin et al. 2017;
Rahman ez al. 2017; Dippong et al. 2020).

Pardmetros microbiol4gicos. Se determing la presencia de BCT
en las empresas A y J. La empresa A presentd valores encima del
valor aceptable, en el 25 % de las muestras analizadas; con un
valor de 23 NMP/100 ml, en el quinto mes y 4 NMP/100 ml,
en el sexto mes de muestreo; por su parte, la empresa ] presentd
en el cuarto mes, un valor de 90 NMP/100 ml. Es de destacar
que, en el resto de las muestras y las empresas, no se detecté la
presencia de BCT. Los resultados muestran una correlacién con
trabajos previos; por ejemplo, en Colombia, Vidal ez a/. (2009), al
analizar la calidad microbiolégica de agua envasada en Sincelejo,
Secre, detectaron en el 33 % de las muestras analizadas, la presencia
de BCT. En Maracaibo-Venezuela, Benitez Payares et al. (2013)
estudiaron la calidad microbioldgica del agua potable en bolsas y
botellas, determinando que mds 80 % de las muestras presentd
contaminacién por BCT, con un méximo de 9,2 NMP/100 ml.
Posteriormente, Marin et 2/ (2017) determinaron en el 60 % de
las muestras de agua envasada analizadas la presencia de BCT,
con valores mayores a 23 NMP/100 mL, indicando un deterioro
en los procesos de produccién y de seguimiento por parte de los
entes reguladores. En todos estos casos, se determind que el agua
envasada no era adecuada para el consumo humano.

La detecciéon de BCT estd relacionada con la presencia de algunos
microorganismos patdgenos, como Salmonella spp., Shigella spp. y
Vibrio cholerae (Zamberlan da Silva ez 2/ 2008; Duranceau ez al.
2012; Barua ez al. 2016), por lo cual, es necesario hacer controles
para la determinacién de BCT, con el fin de garantizar la inocuidad
del agua para consumo humano. En el presente estudio, se obtuvo
que el 25 % de las muestras de la empresa A y el 12,5 % de las
muestras de la empresa J, no fueron aptas para consumo humano.

No se evidencié la presencia de BCF (< 2 NMP/100 ml) en las
muestras de agua analizadas. Resultados similares fueron reportados
por Marin ez al. (2017), al analizar la calidad del agua envasada
en Maracaibo, Venezuela, indicando que en el 100 % de las
muestras de agua en bolsa no se evidencié presencia de BCF (< 1,1
NMP/100 mL); sin embargo, en este mismo trabajo, Marin et al.
(2017) detectaron la presencia de BCF (> 1,1 NMP/100 mL), en el
91 % de las muestras en botellones pldsticos de 18,9 L, indicando
una posible contaminacién, por una desinfeccién incompleta en
los botellones.

Los resultados de la determinacién de P aeruginosa indicaron que
varias muestras tuvieron valores por encima del valor admisible: >
2 NMP/100 mL (Ministerio de Salud, 1991). En particular, las
empresas identificadas como B y C fueron las que presentaron
mayor cantidad, con un 75 % de las muestras analizadas. Ademds,
el 50 % de las muestras de la empresa J, el 37 % de la empresa
Ay el 12,5 % de las empresas G e I, estuvieron por fuera de la
norma (Ministerio de Salud, 1991). Todas estas muestras de agua

y todas aquellas pertenecientes al mismo lote, no eran aptas para el
consumo humano. Estos resultados presentaron concordancia con
los andlisis previamente realizados en Sincelejo, Colombia (Vidal
et al. 2009), donde se reportd la presencia de P aeruginosa, en el 8
% de las muestras analizadas.

La importancia de determinar P aeruginosa radica en que es un
microorganismo que no se encuentra con frecuencia en el agua
envasada y a que es un patdgeno que puede causar infecciones del
tracto urinario, infecciones del sistema respiratorio, dermatitis,
infecciones de tejidos blandos y otros tipos de infecciones sistémicas,
particularmente, en personas inmunocomprometidas (Zamberlan
da Silva ez 4l 2008).

Generalmente, la presencia de este patdgeno es un indicador de
contaminacién durante el procesamiento del tratamiento del
agua en la planta (Duranceau ez 4l 2012), debido a que este
microorganismo es resistente a algunos agentes antimicrobianos.
Por lo tanto, su deteccién se asocia con los sistemas de lavado y de
llenado de los recipientes para el almacenamiento del agua (Legnani
et al. 1999); esto sugiere, que en las muestras de agua envasadas en
donde se determind la presencia de P aeruginosa, los programas de
desinfeccién y programas, como el de andlisis de peligros y puntos
criticos de control, evidencian fallas en su ejecucién (Kouchesfahani
et al. 2015).

Estos resultados evidenciaron que el 33 % de las muestras analizadas
(60 % de las empresas), no fueron aptas para consumo humano,
debido a la presencia de BCT'y P aeruginosa. Por el contrario, el 100
% de los valores determinados para los pardmetros fisicoquimicos
estuvieron por debajo de los limites permitidos por la norma
colombiana (Ministerio de Salud, 1991) y las recomendaciones de

la WHO (2017).

La calidad del agua es un factor fundamental en la calidad de la
salud de las personas; por ende, se recomienda que las autoridades
encargadas de establecer los pardmetros para su control y
determinacién aumenten la vigilancia del agua envasada y
comercializada en Villavicencio, en especial, para las caracteristicas
microbiolégicas, debido a que en el presente trabajo se evidencié que
en el 60 % de las empresas se encontraron muestras contaminadas
con BCT o P aeruginosa, haciendo que el consumo de este producto
sea un riesgo para la salud de los consumidores.
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