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Las cajas nido para pajaros
ayudan a controlar las plagas
del manzano

Marcos MiRARRO Prapo. Area de Cultivos Hortofruticolas y Forestales. Programa de Investigacién en Fruticultura. mminarro@serida.org
DanieL Garcia Garcia. Departamento Biologia de Organismos y Sistemas. Instituto Mixto de Investigacion en Biodiversidad. Universidad de Oviedo.
danielgarcia@uniovi.es

En las pumaradas de sidra de Asturias habitan comunidades de aves insectivoras muy diversas
que contribuyen a reducir notoriamente la incidencia de insectos plaga en el cultivo. Asi, parece
muy razonable gestionar las pumaradas para convertirlas en un habitat “amigable” para las
aves, por ejemplo, mediante la instalacién de cajas nido. En este articulo descubrimos de qué se
alimentan las aves que crian en cajas nido en pumaradas y hacemos algunas recomendaciones

para que estos nidales artificiales resulten mas eficaces.

?

Herrerillo comin con
larvas de gorgojo de la
flor del manzano en el
pico.

Foto de Marcos Minarro®.

La instalacion de cajas nido para las aves
insectivoras es una herramienta efectiva
para incrementar el control biolégico de
las plagas. Esa es la principal conclusiéon
de nuestra Ultima investigacion sobre aves
insectivoras en pumaradas de sidra (Garcia
et al, 2021). En primavera, las pumaradas
se convierten en terrenos de caza para las
aves insectivoras que ocupan las cajas nido
justo en un momento en el que muchas pla-
gas del manzano, como los pulgones o los
gorgojos de la flor, comienzan a incremen-
tar sus poblaciones. La elevada demanda
alimenticia de los polluelos implica una alta
actividad predadora de sus parentales sobre
los insectos, pero, exactamente, {qué es lo
que cazan las aves que crian en las cajas
nido de las pumaradas?
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En nuestro estudio, con 10 cajas nido en
12 pumaradas de sidra, las cajas fueron
ocupadas por especies insectivoras, basi-
camente carbonero comun (Parus major;
62 % de las cajas) y herrerillo comun (Cya-
nistes caeruleus; 36 %). El 2 % restante
fue usado por colirrojo real (Phoenicurus
phoenicurus). En total, las aves ocuparon
el 25, el 30 y el 33 % de las cajas en
2018, 2019y 2020, respectivamente. Un
dato a resaltar es que todas las pumaradas
tuvieron al menos una caja con nido cada
ano, con un éxito de ocupaciéon del 80 %
en un caso particular.

Emparejando estas 12 pumaradas con otras
equivalentes pero sin cajas, evaluamos el
efecto insecticida de las aves. Para ello,
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Figura 1.- Ejemplos de
fotografias tomadas
durante el estudio para
identificar presas llevadas
por aves adultas para
alimentar a los polluelos.
De izquierda a derecha
y de arriba a abajo:
herrerillo comun con
larvas del gorgojo de

la flor, pulgén lanigero,
pulgén verde, pulgén
ceniciento, gorgojo verde,
homopteros y tijereta;
carbonero comun con
cinco orugas diferentes
(una por fotografia),
saltamontes, tipula,
escarabajo, dos aranas
(una por fotografia) y
tijereta; colirrojo real
macho con hormigas
aladas y dos orugas (una
por fotografia); y colirrojo
real hembra con oruga,
dos aranas (una por
fotografia) y cochinilla

de la humedad. Fotos de
Marcos Minarro y
Antonio Lépez®.

estimamos el ataque de las aves sobre
senuelos de plastilina verde que simulaban
orugas del manzano y, ademas, contamos el
ndmero de insectos, tanto en los manzanos
alrededor de las cajas ocupadas como en
arboles equivalentes en las pumaradas sin
cajas. Ambos métodos demostraron un
mayor control de plagas en las pumaradas
con cajas nido que en las fincas sin estas.

Fotografiar las aves para ver
qué comen

Para saber qué comian las tres especies de
aves que criaron en las cajas, entre 2018 y
2020 seleccionamos cajas ocupadas por
carbonero (15 cajas), herrerillo (14) y coli-
rrojo (3) y fotografiamos a los adultos que
llegaban con presas para los polluelos. A
partir de las fotos identificamos las pre-
sas (ver ejemplos en la Figura 1). Ademas,
estimamos la frecuencia con que eran ali-
mentados los pollos a partir del nimero
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de visitas de los adultos al nido. Para eso,
nos colocamos mas lejos de la caja nido
que para la toma de fotografias, para ase-
gurarnos de no alterar el comportamiento
de los adultos debido a nuestra presencia.
Por dltimo, estimamos si los adultos cazaban
en la pumarada registrando si, al salir de la
caja nido tras cebar a los pollos, el adulto
volaba hacia algn manzano de la plantacién
0 si, por el contrario, el ave abandonaba
la pumarada para buscar alimento en los
alrededores.

El herrerillo es el gran devorador
de plagas

A partir de las fotografias registramos 480
cebas y 587 presas, de las que pudimos
identificar el 77,5 %. Hubo diferencias en
el nimero de presas que cada especie de
ave llevaba el nido. Asi, el carbonero llevaba
una sola presa en practicamente todas las
cebas (99,4 % de las observaciones), mien-
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Figura 2.- Frecuencia de
presas llevadas a las cajas
nido por las tres especies
de aves, segun el tipo de
presa y con detalle de

las plagas del manzano.

El nimero de presas
identificadas se indica
encima de cada columna.
Dibujos de Daniel Garcia®.

dos (13,7 %), tres (3,8 %), cuatro (1,6 %) y
hasta cinco (0,3 %) presas en cada ceba.
El colirrojo real ceb6 con una (86,0 %), dos
(12,0 %) o cuatro (2,0 %) presas.

Clasificamos las presas identificadas en
cinco grupos: plagas del manzano, otros
herbivoros (especies que sabemos que se
alimentan de plantas, aunque no necesa-
riamente del manzano), depredadores de
plagas, polinizadores y otros con alimen-
tacion desconocida o indiferente para el
cultivo (por ejemplo, insectos detritivoros).
Las tres especies de aves capturaron herbi-
voros, enemigos naturales y otros insectos
con alimentaciéon desconocida, pero solo
el herrerillo incluyé una gran proporcion
de plagas del manzano en la dieta de los
polluelos (28,4 %) (Figura 2). De hecho, el
herrerillo capturé plagas clave del manzano,
como las larvas del antonomo o gorgojo de
la flor (51,9 % de las plagas capturadas) y
las tres especies de pulgones habituales
del manzano: lanigero (14,8 %), ceniciento
(11,1 %) y verde (1,2 %; Figuras 1y 2). El
herrerillo también capturd gorgojos verdes
adultos (Polydrusus formosus; 21,0 %), una
plaga generalista que también se alimenta
de hojas de manzano. Solo observamos una
plaga (una larva del gorgojo de la flor) entre
las presas del carbonero, mientras que no
detectamos plagas en el caso del colirrojo.

Las tres especies de pajaro alimentaron a los
pollos con herbivoros no identificados como
plagas del manzano, que, de hecho, fueron
el tipo de presa mas frecuente para los car-
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boneros (Figura 2). Entre estos herbivoros,
los lepidépteros, basicamente orugas de
polillas y mariposas, fueron los mas captura-
dos por carbonero y colirrojo (Figura 3A). El
herrerillo también capturd bastantes orugas,
pero las ninfas de homdpteros (muchas
identificadas como cigarras espumadoras
de la familia Cercopidae) fueron también
muy frecuentes. Aunque las orugas no se
pudieron identificar a nivel de especie y se
agruparon como herbivoros es probable que
algunas de ellas fueran plagas del manzano.
Considerando en conjunto las plagas y esos
otros herbivoros, encontramos frecuencias
similares de estos insectos en las presas de
herrerillo y carbonero, pero una frecuencia
menor en las presas de colirrojo (Figura
2). Las tres especies también cebaron a
los pollos con artrépodos depredadores,
principalmente aranas y tijeretas (Figura 3B).

El herrerillo es también el mas
frenético

El herrerillo mostré la mayor frecuencia
de visitas al nido para cebar los pollos,
con una media de 42,4 visitas por hora
(illegando hasta 76)), frente a 15,5y 17,5
para carbonero y colirrojo, respectiva-
mente. Sin embargo, no hubo diferencias
entre las especies de aves en el destino
del vuelo de los adultos tras alimentar a
los polluelos. El 36,5 %, 36,0% y 43,8 %
de herrerillos, carboneros y colirrojos,
respectivamente, se posaron en arboles
de la pumarada tras dejar la caja nido.
Hubo, no obstante, muchisima variabilidad
asociada a parejas y plantaciones. Por

iy

SERIDA



a Herbivoros

Frecuencia

Carbonero  Herrerillo

Colirrojo

ejemplo, algunas parejas de carbonero
siempre volaban a los manzanos mientras
que otras parejas, en otras pumaradas,
siempre salian a cazar fuera. Si asumimos
que cuando un adulto sale hacia un man-
zano su proxima captura sera dentro de
la pumarada, podemos considerar que al
menos una de cada tres presas -para las
tres especies de aves- procederia de la
propia plantacién.

Conclusion: las aves controlan
las plagas a cambio de ayuda
para anidar

Nuestro muestreo fotografico puso en evi-
dencia fuertes diferencias en la dieta de
las aves que crian en las cajas nido: los
herrerillos depredaron intensamente sobre
plagas del manzano, los carboneros cap-
turaron sobre todo orugas y los colirrojos
reales atacaron con frecuencia artropodos
que son enemigos naturales de las plagas.
Sin embargo, la tasa de ocupacién de las
cajas por el colirrojo fue muy baja (2 %),
por lo que no es esperable un gran efecto
de esta especie sobre las comunidades de
insectos beneficiosos.

En resumen, el uso de cajas nido en las
pumaradas podria promover simultanea-
mente a un depredador de plagas altamente
efectivo, el herrerillo, junto a un depreda-
dor de herbivoros, el carbonero. Teniendo
también en cuenta que muchos de estos
herbivoros no clasificados como plagas
probablemente fueron capturados en los
manzanos, podemos considerar que car-
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boneros y herrerillos tienen roles aditivos y
complementarios en términos de beneficios
para el productor de manzana.

Como hemos visto, las aves también ata-
caron a los artrépodos depredadores de
plagas, como aranas o tijeretas, aunque la
proporcion de este grupo de presas entre
carboneros y herrerillos fue baja. Nuestros
trabajos sobre el papel de las aves en las
pumaradas muestran que, incluso con cierta
depredacién sobre los artrépodos depreda-
dores, el resultado global es que las aves
insectivoras contribuyen a reducir el nivel
de plagas, por lo que su presencia resulta
siempre beneficiosa para el agricultor (Gar-
cia et al, 2018a, 2018b, 2020; Minarro y
Garcia, 2018; Martinez-Sastre et al., 2020).

Por todo ello, concluimos que al instalar
cajas nido en sus pumaradas los agricul-
tores promueven la actividad de las aves
insectivoras y, en consecuencia, el servicio
ecosistémico de control de plagas. Asi, ayu-
dan a conservar la biodiversidad a la vez
que mejoran (0, al menos, mantienen) la
produccién de manzana.

Recomendaciones: qué cajas
nido, como, cuando y donde
instalarlas

El Gobierno de Asturias aprobd en el ano
2020 una subvencién de la PAC para
fomentar la biodiversidad en las pumaradas
(BOPA n° 53, 17-111-2020). Entre otras
medidas (mantener sebes, colocar nidales
y perchas para rapaces o instalar comederos

Carbonero

97
[ Arana
® Tijereta
Otros
Herrerillo
0

Figura 3.- Frecuencia

de presas capturadas
por adultos de las

tres especies de aves
para alimentar a los
pollos diferenciando

los herbivoros que

no son plagas del
manzano (izquierda) y los
depredadores (derecha).
Dibujos de Daniel Garcia®.
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Figura 4.-
Recomendaciones para
que el uso de las cajas
nido resulte més eficaz.
Fotos de Marcos Minarro®.

Dimensiones 15x15x20-25 cm

8l Diametro gujern 28-32cm @

para aves insectivoras), la subvencion incluye
la instalacion de cajas nido para aves
insectivoras (10 por hectarea). Sin embargo,
la convocatoria no hacia especificaciones
sobre cémo debian ser las cajas nido. Hemos
podido comprobar que esta medida, que
nos parece muy acertada y que apoyamaos
inquebrantablemente, no siempre se esta
adoptando de la mejor manera por falta
de informacién entre los productores de
manzana o los suministradores de las cajas
nido. En base a nuestras experiencias y a
consultas en diversas publicaciones hacemos
las siguientes recomendaciones sobre las
caracteristicas de las cajas y sobre como
colocarlas y mantenerlas para obtener los
mejores resultados de ocupacién y, en Gltimo

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

término, de control de plagas (Figura 4):

» Las cajas deben tener unos 15 cm de
lado y una altura de 20-25 cm.

» El agujero de entrada debe ser de
28-32 mm de didmetro y situarse en
el tercio superior de la caja. Agujeros
mayores y posicionados mads bajos
favorecen la depredacioén de los pollos.
Hemos encontrado muchas cajas ya
instaladas con agujeros de unos 5 cm.
Esto se podria corregir superponiendo
sobre el agujero una placa con agujero
del tamano recomendado (ver ejemplo
en Figura 4).

(5}
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* Instalar con preferencia en otono, para
que las aves se familiaricen con su pre-
sencia antes del periodo de cria. Las
cajas pueden ser usadas también por
las aves como refugio en dias frios y
lluviosos.

+ Colocar en sitios tranquilos, alejados
de zonas de paso o ruidosas.

« Situar entre 1,5 y 3 m de altura, de
modo que podamos acceder a ellas
facilmente (de pie o con una escalera)
para las labores de limpieza.

«  Orientar el agujero de entrada preferen-
temente hacia el sur-sureste, protegido
de lluvias y vientos predominantes.

+ Colocar contra un poste o atadas al
tronco o a ramas gruesa de los man-
zanos. También se pueden colgar de
ramas gruesas mediante un alambre
corto. En este caso serian menos acce-
sibles a gatos y otros depredadores.

* Vaciar completamente el contenido
y limpiar cuidadosamente todos los
anos en otono-invierno, para eliminar
parasitos. Para ello, la caja debe tener
la posibilidad de abrirse.

*  Durante el periodo de cria, no manipular
la caja ni permanecer cerca del nido,
para evitar que la puesta o la pollada
sean abandonadas.

+ Las cajas nido son faciles de construir,
pero si se decide comprarlas hay que
acudir a un comercio especializado.
Deben evitarse las cajas de colores
vistosos y disenos llamativos, pensadas
mas para el adorno de jardines que
para las aves.

A continuacién citamos algunas paginas web
con informacion sobre cajas nido:

http://www.serida.org/publicacionesdetalle.
php?id=4063

https://www.gardenbirds.es/garden-birds/
https://parapajaros.com/

https://seo.org/

(b
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http://diariosdeunnaturalista.blogspot.
com/2013/04/consejos-sobre-cajas-ni-
do-para-aves.html

https://riadenoia.es/2018/02/18/cajas-
nido-las-aves-se-acerquen-ti/
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INFORMACION AGRICOLA

Buscando la sostenibilidad
del cultivo de Faba Granja
Asturiana a traves de la
mejora genética

Juan Jost Ferreira. Area de Cultivos Hortofruticolas y Forestales. Programa de Genética Vegetal. jiferreira@serida.org

El afio 2020 fue declarado Ao Internacional de la Sanidad Vegetal. Con este motivo, en este
trabajo se revisan los programas de mejora genética en Faba Granja Asturiana desarrollados
en el SERIDA en los ultimos 30 ainos enfocados hacia la proteccion de este tipo varietal frente
a enfermedades presentes en los cultivos locales.

Introduccion

La Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO;
www.fao.org) declaré 2020 Aiio Internacio-
nal de la Sanidad Vegetal para concienciar
sobre la importancia de la proteccién de la
salud de las plantas. Segun estimaciones
de este organismo, cada ano se pierden
a nivel mundial hasta un 40 por ciento de
los cultivos alimenticios a causa de plagas
y enfermedades de las plantas.

Por otra parte la UE, en respuesta a la crisis
climatica y en linea con los 17 Objetivos para
el Desarrollo Sostenible propuestos por la
ONU, ha puesto en marcha el Pacto Verde
Europeo con objeto de dotar a la UE de
una agenda para una transicion hacia una
economia sostenible y medioambientalmen-
te neutra en emisién de gases de efecto
invernadero. Este Pacto Verde incluye entre
sus ambitos de actuacion, la temética ‘de la
granja a la mesa’, con la que se busca la
transicion hacia una agricultura sostenible
con menor dependencia de plaguicidas
y fertilizantes de sintesis, permitiendo la
preservacion de la biodiversidad. En este
contexto, las resistencias genéticas a enfer-
medades proporcionan una enorme ventaja.

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

Las variedades resistentes son aquellas
en las que, en presencia del patbgeno y
un ambiente favorable, no desarrollan la
enfermedad y en consecuencia se limitan
los danos/pérdidas debidas a éstas, ademas
de minimizar los costes por la aplicacién de
plaguicidas y sus efectos colaterales sobre
el medioambiente.

El tipo varietal Faba Granja Asturiana es un
grupo de genotipos que se caracterizan por
presentar unas semillas blancas, oblongas
(mas larga que ancha, y la relaciéon Longitud/
Ancho >2) y muy grande (peso alrededor
100 g/100 semillas con una humedad del
12-14 %). Algunas variedades locales con
caracteristicas similares y denominadas
‘de la Granja’ fueron recolectados en Astu-
rias en la prospeccion realizada por Puerta
Romero (1961). No obstante, los trabajos
sobre Faba Granja Asturiana arrancan en
el SERIDA a mediados de los anos 80 del
siglo XX. En aquel momento, se buscaba
promover la modernizacion del cultivo en
aspectos tales como la transicién de cultivo
asociado con maiz a monocultivo, el control
de enfermedades y plagas, la seleccién y
tratamiento de la semilla de siembra, y la
diferenciacion de las producciones locales.
Para esta modernizacion del cultivo resulta-
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ba y resulta relevante la disponibilidad de
semilla de siembra con calidad sanitaria y
varietal, dado que la semilla es portadora
de los caracteres (genes) que definen la
variedad y ademas puede ser trasmiso-
ra de enfermedades. En este trabajo se
resumen los principales logros alcanzados
en los dltimos treinta anos de trabajo en
seleccion y mejora genética del tipo Faba
Granja Asturiana como via para contribuir
a la sostenibilidad del cultivo, minimizando
la incidencia de enfermedades presentes
en los cultivos locales y la aplicacion de
productos fitosanitarios.

Mejora genética en Faba Granja
Asturiana

La mejora genética busca la obtencién de
nuevas variedades portadoras de caracte-
risticas que supongan ventajas frente a las
previamente existentes. La elecciéon del
método de mejora depende, entre otras
cosas, de la especie y de los tipos de repro-
duccién. En el caso de la judia, se trata de
una especie esencialmente autégama en
la que la polinizacion tiene lugar dentro de
cada flor sin intercambio de polen con otras
flores. Esta autofecundacion es favorecida

(b

SERIDA

INFORMACION AGRICOLA

b)

Faba Granja Aslufiana » Faba Granja Aslurkana
pan A L pavr B

& planta F,
&
L

Elopa de cnazamienics

planitas Fy

SEBRBERER BB SR B B & B

= de

Famias F,

- i
H H H
H= - - -
- - - -

LT 112 ]
EEEE

il

Farilias F_,‘1

Tphtetenna A B0

Etapa fiacion da los caracheres

2]

-

por la morfologia de la flor en la que la
quilla envuelve los estambres y el estilo,
favoreciendo el contacto directo entre las
anteras y el estigma.

En mejora genética clasica, bien se seleccio-
na y usa la variacion existente (p.ej. dentro
de colecciones de germoplasma) o bien se
genera variacion a través de cruzamientos
para ser luego ser seleccionada. Los dos
enfoques fueron usados en la mejora de
Faba Granja Asturiana, seleccionando dentro
de la diversidad local cultivada y generando
variacién por cruzamientos manuales. Asi,
para la incorporacion de resistencias genéti-
cas en Faba Granja Asturiana se usé el méto-
do de retrocruzamientos (Cubero 2003).
Este método consiste en cruzar el parental
recurrente (en este caso Faba Granja Astu-
riana) por la fuente de resistencia (donante) y
los descendientes de este cruzamiento (F1)
se retrocruzan con el parental recurrente.
A partir de este primer retrocruzamiento se
desarrollan varias generaciones de retrocru-
zamientos seleccionando en cada una de
ellas los individuos portadores de la resis-
tencia (Fig. 1a). De este modo, y después
de 6 generaciones de retrocruzamientos, se
obtiene unas plantas idénticas al parental
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Figura 1.- a) Esquema
mostrando el desarrollo
de un programa de
retrocruzamientos cldsico
para la incorporacién de
un gen de resistencia en
Faba Granja Asturiana.

En cada generacion
(F1Bcn) se selecciona las
plantas resistentes para
contribuir al siguiente
retrocruzamiento
C=(Seleccion R).

b) Esquema mostrando
el desarrollo de un
programa de genealdgico
para el agrupamiento de
los genes Ay B en un
genotipo a partir de un
cruzamiento sencillo.
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Figura 2.- Programas
de mejora genética
desarrollados en el
SERIDA desde 1989,
principales genes
manejados y variedades
comerciales obtenidas.
La estrella indica las
Ultimas lineas obtenidas
y potenciales nuevas
variedades.

recurrente pero portadoras de la resistencia
que, tras unas generaciones de autofecun-
dacion y seleccion, es fijada. Este tipo de
programas tiene una duracion media de 4
anos si se desarrollan dos generaciones por
ano. Una vez obtenidas diferentes lineas
del tipo Faba Granja Asturiana con diferen-
tes genes de resistencia, éstas pueden ser
agrupadas en una variedad mediante cru-
zamientos sencillos, seleccion de plantas y
autofecundacion de sus descendientes en
los que se conoce como método genea-
légico (Cubero 2003, Fig. 1b).

Programas de mejora
desarrollados dentro del tipo
Faba Granja Asturiana

Se toma como fecha de inicio de los trabajos
de mejora en Faba Granja Asturiana 1989.
En este ano se publica un trabajo donde se
describen los resultados de una caracteri-
zacioén de cinco poblaciones seleccionadas
entre un juego de 74 muestras recolectadas
en Asturias: V090, V095, V100, V105,
V136 y V143 (Fueyo y Goicoechea, 1989).
Este primer trabajo sentd las bases para
la solicitud de registro en la lista espanola
de variedades comerciales y protegidas
de la variedad Andecha (V143) (N° registro
19890057, renovado BOE 189 10 julio
2020 y la descripcion varietal incluida en el
Reglamento de la denominacion especifica
Faba Asturiana (BOE 170 del 17-7-1990;
actual IGP Faba Asturiana). A partir de esta

fecha, se desarrollan una serie de programas
de mejora genética que se resumen en la
Figura 2 y que seguidamente se detallan.

En 1991 se pone en marcha la Coleccién de
Semillas con la instalaciéon de una camara
de frio para preservar, conocer y utilizar la
diversidad genética de las judias tradicional-
mente cultivadas en Asturias. Las primeras
entradas que se incorporaron a esta colec-
cion fueron las cinco poblaciones incluidas
en el trabajo de Fueyo y Goicoechea (1989)
y a partir de aqui se ampli6 la coleccién
como resultado de nuevas prospecciones
o intercambios con CNRF-INIA hasta alcan-
zar un total de 411 entradas de judia reco-
lectadas en Asturias y regiones limitrofes.
En aquellos momentos se priorizaron tres
problemas presentes en los cultivos locales
que ocasionaban pérdidas significativas y
afectaban a su rendimiento (ver Figura 3):

+ El manchado de la semilla, en gran
medida causado por una enfermedad
conocida como antracnosis, y que redu-
ce el valor comercial de la cosecha
(Figura 3a).

» Lasusceptibilidad a dos potyvirus, virus
de mosaico comuin (BCMV) y virus del
mosaico necraético de la judia (BCMNV),
virus que se trasmiten por semilla y que
producen mosaicos, abullonamiento en
las hojas junto con un debilitamiento
general de la planta (Figura 3b).

Genes Programas de mejora Variedades comerciales
e
1530 %
= | Jle
v o
Xana
fin Habito crecimiento '
2000 -
&
I, be-u, be-3 &
I, be-3, Co-2, fin
2010
Pm1 Resistencia a oidio —p -
LA
oL,
2020 ] Phg-2 Resistencia a mancha angular
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+ Los gastos debidos a la necesidad de
tutorar el cultivo (ej. tutores, tutorados,
horas de trabajo).

Los tres problemas senalados tienen dificil
solucion desde un punto de vista fitotécni-
co por lo que se apost6 por el desarrollo
de nuevas variedades a través de mejora
genética clasica.

El primer programa de mejora puesto en
marcha pretendia incorporar en la variedad
Andecha, mediante retrocruzamiento, la
resistencia genética a antracnosis (Progra-
ma resistencia antracnosis). Los resultados
de este programa fueron la obtencion de 4
lineas resistentes a antracnosis cuya resis-
tencia deriva de cuatro fuentes con dife-
rentes perfiles de resistencia a este hongo:
A1258, A1231, A1220 y A1183. Paralela-
mente, en 1993 se inicia otro programa de
mejora (Programa habito de crecimiento)
con el fin de modificar la arquitectura de
la planta siguiendo el método genealdgico.
Uno de los resultados de este programa fue
la obtencién la variedad Xana, variedad con
planta de crecimiento determinado (tallo
principal terminado en inflorescencia). Esta
variedad fue incluida en la lista de varieda-
des comerciales y protegidas espanola en
1999 (BOE 106 del 4/5/99; renovado en
BOE, N°113 11/05/07). Posteriormente, la
resistencia a antracnosis fue transferida a
la variedad Xana desde las lineas A1220 y
A1183 mediante el método genealdgico a
partir de cruzamientos sencillos, y se obtu-
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vieron las lineas de crecimiento determinado
X1319 y X1358, portadoras de genes de
resistencia diferentes (Programa combina-
cion de resistencias). Estas dos lineas y la
variedad Xana presentan entrenudos largos
dando lugar a unas plantas con facilidad
para encamar en las fases finales del cultivo.

En 1996, se pone en marcha otro programa
de mejora para la introduccién de resis-
tencia a potyvirus en la variedad Andecha
(Programa de resistencia a potyvirus). Los
resultados de este programa fueron tres
lineas: A2418, con nombre comercial Sinara
(BOE, N°113 11/05/07), A1878 y A2648.
Después de varios cruzamientos sencillos
y seleccién genealdgica, la resistencia a
antracnosis y potyvirus fueron agrupadas
en la variedad de crecimiento indetermi-
nado Maximina (Programa combinacion
resistencia y hdbitos) y en la variedad de
crecimiento determinado Maruxina, ambas
registradas en la lista espanola de varieda-
des comerciales y protegidas (BOE 122 del
19/05/2010).

Entre los anos 2008 a 2010 se detectan
severos ataques de oidio en los cultivos
locales incluyendo las variedades Maximina
y Maruxina (Figura 3¢). En el ano 2010 se
inicia un programa de mejora para incor-
porar resistencia a este hongo en Faba
Granja (Programa de resistencia a oidio)
y paralelamente se describen los primeros
genes de resistencia completa a este pat6-
geno (Trabanco et al 2012). Por razones de

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

Figura 3.- Sintomas de
antracnosis a) y mancha
angular sobre vainas d).
Sintomas de BCMV b) y

oidio sobre hojas ©).
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Variedad

Andecha

Xana

Maximina

Maruxina

Descripcion

Variedad comercial de judia tipo Faba Granja Asturiana (BOE Num.281 22 de
noviembre 2004) seleccionada por su calidad y buen comportamiento agro-
némico a partir de 74 poblaciones locales. Esta variedad presenta una planta
con habito de crecimiento indeterminado trepador y un ciclo de cultivo entre
140-160 dias. Fue la primera variedad registrada dentro de este tipo varietal
y es muy valora por sus propiedades organolépticas pero resulta susceptible
a antracnosis, oidio y los virus del mosaico comun y necrdtico de la judia.

Variedad comercial de judia tipo Faba Granja Asturiana (BOE Num.113 11-de
mayo 2007) que presenta una planta vigorosa, con hébito de crecimiento
determinado, entrenudos largos y un ciclo de cultivo entre 120-130 dias.
Esta variedad ha sido desarrollada siguiendo el método genealdgico a partir
del cruzamiento entre la entrada V203, y la variedad comercial Andecha. Es
susceptible a antracnosis, oidio y los virus del mosaico comun y necrotico
de la judia.

Variedad comercial de judia tipo Faba Granja Asturiana (BOE Num. 122 del 19
de mayo 2010) que combina resistencia a las razas locales de antracnosis,
resistencia a los virus del mosaico comudn de la judia, moderados niveles de
resistencia a oidio. Maximina presenta una planta vigorosa, con habito de
crecimiento indeterminado trepador y un ciclo de cultivo entre 130-140 dias.
Esta variedad ha sido desarrollada mediante métodos clasicos de mejora
genética estando entre sus progenitores la variedad Andecha. Es susceptible
a aislamientos locales de mancha angular.

Variedad comercial de judia tipo Faba Granja Asturiana (BOE Num. 122 del 19
de mayo 2010) que combina resistencia a las razas locales de antracnosis,
resistencia a virus del mosaico comun de la judia, moderados niveles de
resistencia a oidio y moho blanco. Maruxina presenta una planta vigorosa,
con tallo muy grueso, habito de crecimiento determinado y un ciclo de cultivo
entre 105-115 dias. Esta variedad ha sido desarrollada mediante métodos
clasicos de mejora genética estando entre sus progenitores la variedad
comercial Xana. Es susceptible a aislamientos locales de mancha angular.

t

Tabla 1.- Descripcion
de las variedades
comercializadas con
semilla dentro del Tipo
Faba Granja Asturiana
desarrolladas en el
SERIDA por mejorar
genética cldsica.

manejo de las plantas en invernadero, esta
resistencia se incorpora primero en la varie-
dad Maruxina de crecimiento determinado
mediante un programa de retrocruzamientos
y se obtiene la linea X4562. Posteriormente,
se trasfiere a la variedad Maximina esta
resistencia mediante un cruzamiento sen-
cillo y se obtiene la linea de crecimiento
indeterminado A4804. Estas dos nuevas
lineas disponen de resistencia a las razas
locales de antracnosis, potyvirus y oidio,
ademads de presentar una semilla con las
caracteristicas que definen el tipo Faba
Granja Asturiana.

Liberacion de variedades

Después del desarrollo de un programa
de mejora y el contraste de las variedades
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obtenidas en ensayos de campo, la consi-
guiente etapa es su liberacidn, es decir, su
puesta a disposicion de los productores
interesados. Previamente, resulta nece-
sario su solicitud de inscripcién las listas
de variedades comerciales y protegidas
(Oficina Espanola de Variedades Vegetales)
y superar una evaluacion técnica en la que
se acredita que la variedad propuesta es
distinta de las ya registradas, homogénea,
estable y con un valor agronémico signifi-
cativo. Paralelamente, el SERIDA realiza una
multiplicacién controlada de estas nuevas
variedades en la que se evalla la presencia
de patdgenos junto con la identidad varietal
para producir un lote de semilla de alta
calidad. Una vez registrada y multiplicada
la nueva variedad, se pone a disposicion
las empresas de semillas autorizadas para
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lleven a cabo su multiplicacién, comercia-
lizacion y distribucion bajo determinados
criterios de calidad (proceso de licitacién).

Como resultado de los programas de
mejora genética anteriormente descritos
se han obtenido 22 lineas de tipo Faba
Granja Asturiana y registrado un total de 13
variedades de las que seis fueron liberadas
con los nombres comerciales de; Andecha
(2000), Cimera (2003), Xana (2003), Sinara
(2007), Maximina (2011) y Maruxina (2014).
Actualmente, se comercializan las varieda-
des Andecha, Xana, Maximina y Maruxina
cuyas caracteristicas se describen en la
Tabla 1. Todas estas lineas, junto con otras
también obtenidas en estos programas de
mejora, se mantienen en la Coleccion de
Semillas del SERIDA como reservorio para
produccion de semilla de calidad o el desa-
rrollo de nuevas variedades que superen
los nuevos desafios del cultivo.

Perspectivas de futuro

Entre los desafios a los que se enfrenta el
cultivo del tipo Faba Granja Asturiana esté
su adaptacion a los efectos del cambio
climatico en el norte de Espaina que modi-
fican las condiciones de cultivo en cuanto
a la distribucioén de lluvias a lo largo del
verano y episodios con elevadas tempe-
raturas. Algunos de estos estreses podran
ser evitados con estrategias agronémicas
como la modificacién de la fecha de siem-
bra, la implantacion de sistemas de riego,
el acolchado o el uso de variedades no
trepadoras, mas tolerantes a la sequia. Sin
embargo, estos estreses no sélo afectan
al desarrollo y crecimiento de las plantas
sino también a una mayor incidencia de
determinadas plagas (p.e. el chinche ver-
de) o enfermedades poco presentes en
los cultivos locales hasta el momento. En
el ano 2016 se detecta la presencia de
la enfermedad conocida como mancha
angular en los cultivos locales de Faba
Granja Asturiana, causada por el hongo
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Ferr
(Landeras et al 2017). Este hongo es capaz
de defoliar la planta y producir manchas en
vainas (Figura 3d) y semillas, ocasionando
pérdidas significativas. Afortunadamente, se
ha descrito resistencia genética (Programa
de resistencia a mancha angular) frente a
este patdgeno, de modo que se ha iniciado
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un nuevo programa de mejora genética
para la incorporacién de esta resistencia
en Faba Granja Asturiana (X4562) y avanzar
hacia una mayor sostenibilidad del cultivo.
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Condiciones de trillado y
comportamiento de la semilla
de Faba Granja Asturiana en
el remojo y la coccion

Ana Campa NeGriLLo. Area de Cultivos Hortofruticolas y Forestales. Programa de Genética Vegetal. acampa@serida.org
Juan Jost FerreIRA. Area de Cultivos Hortofruticolas y Forestales. Programa de Genética Vegetal. jjfferreira@serida.org

En un trabajo previo se puso de manifiesto la relacion entre el contenido de humedad de
la semilla de Faba Granja Asturiana y los dainos causados durante el trillado, que tenian
implicaciones en la integridad fisica de la semilla y en su germinacion. En este trabajo, se
analiza si un mal manejo de la humedad durante el trillado puede tener también implicaciones
en el comportamiento de la semilla durante el remojo y la coccidon. Asi mismo, dado que el
porcentaje de semillas dafiadas es un parametro determinante en la calidad final de un lote,
y no siempre es facil de apreciar a simple vista, se propone un test rapido y accesible para
estimar este porcentaje de danos.

Descripcion del estudio

Se utilizaron dos variedades de Faba Granja
Asturiana, Maximina, de habito de creci-
miento indeterminado trepador, y Maruxina,
de habito de crecimiento determinado. Las
dos variedades se cultivaron en las instala-
ciones del SERIDA durante el verano 2019
bajo condiciones de produccion ecolégica.
Las vainas recolectadas se secaron en inver-
nadero durante varias semanas.

Para cada variedad se consideraron dos
variables segun describe Campa et al. 2019:
humedad de la semilla (lote hUumedo-lote
seco) y tipo de desgranado (manual-mecé-
nico). Asi, para cada variedad se obtuvieron
4 tipos de lotes de semilla: himedo-ma-
nual, himedo-mecanico, seco-manual y
seco-mecanico. Se investigd el efecto de
estos tratamientos después del remojo de
las semillas y después de la coccion. Para
cada lote, se pusieron en remojo 20 semi-
llas enteras (sin danos aparentes) en agua
destilada, durante 16 horas y a tempera-
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tura ambiente. Se realizaron un total de 12
repeticiones para cada lote (240 semillas).
Tras el remojo se seleccionaron las semillas
integras, esto es, sin danos aparentes ni
en la piel ni en el albumen, y se cocieron
durante 35 minutos a 90-95°C en agua
destilada. Para cada lote se cocieron en total
entre 120 y 76 semillas en 6 repeticiones.

Tanto después del remojo como de la coc-
cion se diferenciaron 3 tipos de dafos rela-
cionados con la integridad de la semilla:
rotura de la piel y del albumen (Figura 1
Ay D), rotura de la piel (Figura 1 By B,
y rotura de la piel a la altura del ombligo
(Figura 1 Cy F). Estos danos se agruparon
en dos tipos de parametros: proporcion de
dano tras el remojo y proporcién de dano
tras la coccion.

Para los parametros proporcion de dano tras
el remojo y proporcién de dano tras la coc-
cion se investigd la existencia de diferencias
estadisticamente significativas mediante un
andlisis de varianza utilizando la plataforma
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R (R Core Team, 2019), y considerando las
variables variedad, contenido en humedad
y tipo de desgranado, asi como la posible
interaccién entre ellas.

Resultados

La humedad de los lotes se ajusté mediante
secado en estufa o hidratacién en cama-
ra hiumeda. Los lotes secos presentaron
una humedad promedio del 11,2% y los
lotes hiimedos del 14,9 %. Tras el proceso
de desgranado, manual y mecanico, se
seleccionaron aquellas semillas que no pre-
sentaban danos aparentes en la piel. Una
vez seleccionados los lotes, se procedio a
estudiar su comportamiento en el remojo.

Maximina

% Dafos remojo

Mecénico

Manual
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La Figura 2 muestra en un histograma de
barras el porcentaje de danos observado
tras el remojo. Los resultados se presentan
para cada variedad y separando el tipo de
desgranado, manual-mecanico, y la hume-
dad del lote, himedo-seco. Se observa que
el mayor porcentaje de danos esta presente
en los lotes secos desgranados mecanica-
mente. No se observan grandes diferencias
entre los lotes desgranados manualmente,
independientemente de cudl sea su hume-
dad. En general, se observaron valores mas
altos de danos en la variedad Maruxina que
Maximina.

Para realizar las pruebas de coccién se
seleccionaron visualmente aquellas semillas

Maruxina

1264 250

Mecénico

Manual
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Figura 1.- Tipos de
danos en la semilla tras
el remojo (A, B, O y la
coccion D, E, F): Ay

D) rotura de la piel y el
albumen, B y BE) rotura de
la piel, Cy F) rotura de la

piel a la altura del ombligo

de la semilla.

«

Figura 2.- Histograma
mostrando el porcentaje
de dano observado tras el
remojo en las variedades
de Faba Granja Asturiana
Maximina y Maruxina.
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Figura 3.- Histograma
mostrando el porcentaje
de dano observado tras la
coccion en las variedades
de Faba Granja Asturiana
Maximina y Maruxina.

->

Tabla 1.- Resultado del
andlisis de varianza.

ns, diferencias no
significativas; *, diferencias
significativas (p < 0,01);
*** diferencias altamente
significativas (p < 0,001).

Maximina

O COeCIan

- .
Manual Mecénico

que no presentaban ningun tipo de dano
tras el remojo. La Figura 3 muestra en un
histograma de barras el porcentaje de dano
observado tras la coccion. En general, se
observaron porcentajes de danos bajos. No
se observaron grandes diferencias para la
variedad Maximina, independientemente de
que el lote se desgrane a mano o mecanica-
mente o esté himedo o seco. La variedad
Maruxina presentd mas danos en los lotes
trillados mecanicamente, y el porcentaje de
estos danos fue mayor en el lote himedo
que en el seco.

La Tabla 1 muestra los resultados del ana-
lisis de varianza. En cuanto al porcentaje
de danos tras el remojo, se observaron
diferencias significativas en funcién de la
variedad, el contenido en humedad y el tipo
de desgranado. En las Figura 2 se observa
que Maruxina, en general, presentd porcen-
tajes de danos mas elevados que Maximina,
lo que sugiere que puede ser una variedad
mas sensible a los problemas de calidad
y explicaria las diferencias significativas

Fuentes de variacion
Variedad (Maximina-Maruxina)
Humedad (himedo-seco)
Desgranado (manual-mecanico)
Variedad * Humedad
Variedad * Desgranado
Humedad * Desgranado

Variedad * Humedad * Desgranado
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Maruxina

Manual Mecénico

observadas en funcién de variedad. Las
diferencias segun el contenido en humedad
se deben a que los lotes secos presentaron
mayor porcentaje de danos tras el remo-
jo que los lotes himedos. Las diferencias
observadas segun el tipo de desgranado
se deben a que los mayores porcentajes de
danos se observan en los lotes desgranados
mecdanicamente, lo cual es esperable ya
que el proceso mecanico es mucho mas
agresivo que un proceso manual.

En lo que respecta al porcentaje de danos
tras la coccién, los resultados de la Tabla
1 no mostraron diferencias significativas
para ninguna de las fuentes de variacion
analizadas. Es decir, ni la variedad, ni la
humedad del lote, ni el tipo de desgranado
influyen significativamente en el porcentaje
de danos tras la coccion. Este resultado se
explica porque las semillas que se cocie-
ron fueron semillas enteras sin ningun tipo
de dano ya que pasaron dos procesos de
seleccién, uno tras el desgranado y otro
tras el remojo.

% Daio Remojo % Dafo Coccion

82,65 *** 1,59 ns
82,87 ** 0,03 ns
167,85 *** 1,39 ns
767 ns 1,18 ns
31,30~ 1,07 ns
39,90 *** 0,56 ns
0,59 ns 0,77 ns

iy
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Test hipoclorito para estimar de
la integridad de la semilla

Las semillas no enteras son un defecto en la
valoracion de la calidad final de Faba Granja
Asturiana. La determinacion del porcenta-
je de semillas rotas tras el remojo es un
parametro de gran utilidad para determinar
la calidad de un lote de semillas. Entre las
causas que dan lugar a esta rotura esta el
trillado de semillas que presentan una hume-
dad baja. Las roturas mas evidentes suelen
seleccionarse posteriormente al trillado, pero
algunas semillas presentan pequenas roturas
en la piel y pueden pasar desapercibidas. Por
otro lado, cuando no se conoce el manejo
realizado en un determinado lote de semilla,
resulta muy importante predecir cudl sera su
comportamiento tras el remojo. Para ello, se
ha testado un método rapido y econémico
que permite evaluar el porcentaje de rotu-
ras o danos fisicos que puede presentar un
lote de semillas sin necesidad de recurrir al
remojo, que es un proceso que requiere de
varias horas. Este test (test del hipoclorito),
consiste en sumergir un lote de 100 semi-
llas en una solucién de lejia al 4% en agua
destilada (4 ml lejia por cada 96 ml agua
destilada) durante 15 minutos. Transcurrido
este tiempo se observa la integridad de las
semillas (Figura 4), diferencidndose dos tipos
de comportamientos:

«  Semillas con la piel o tegumento entero
o con ligeros arrugamientos debido a la
rehidratacion (Figura 4A). Serian semi-
llas que no van a presentar problemas
en el remojo.

« Semillas con la piel o tegumento roto,
agrietado, resquebrajado y desprendido
del albumen (Figura 4B). Este tipo de
comportamiento se relaciona con pro-
blemas de integridad durante el remojo.

Este test puede ser de utilidad en la toma
de decisiones durante la labor de trillado
(estimacioén del porcentaje de semillas rotas
admisible) o bien para la valoracion de lotes
de semilla cuya trazabilidad en la tarea de
trillado no sea conocida.

Conclusiones

Los resultados presentados en este traba-
jo indican que los danos producidos en la

(b
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A

semilla de Faba Granja Asturiana como con-
secuencia de un manejo inadecuado del
contenido de humedad durante el proceso
de trillado afectan también al comportamiento
de la semilla en el remojo previo a la coccién,
aunque estos pequenos defectos en la piel de
la semilla seca pueden pasar desapercibidos
en una inspeccion visual. La eliminacién de
las semillas deterioradas tras el proceso de
remojo permite minimizar la aparicién de
semillas no integras tras la coccion.

Es posible estimar de una manera sencilla
el porcentaje de semillas con danos fisicos
que puede presentar un lote de semilla tras
el remojo utilizando el test del hipoclorito.
Es el propio productor o técnico el que
debe decidir qué porcentaje de dafos esté
dispuesto a asumir, pero danos superiores
al 5-109% sugeririan pérdidas importantes
de calidad asociadas a un mal manejo del
lote durante el trillado.
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Figura 4.- A) Semillas sin
danos fisicos tras el test
del hipoclorito. B) Semillas
danadas, con la piel rota,
tras el test del hipoclorito.
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Bacterias asociadas al
decaimiento del roble
en Asturias
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Se ha identificado en Asturias la presencia de las bacterias Brenneria goodwinii y Gibbsiella
quercinecans en roble (Quercus robur L.) que han sido asociadas, entre otros factores, al
decaimiento de esta frondosa.

¢Qué es el Decaimiento del
Roble?

Es una enfermedad que afecta a diversas
especies de arboles del género Quercus
spp.

La regresion y decaimiento del roble comdn
(Q. robur L) y del roble albar [Q. petraea
(Matt), Liebl] ya se referenciaba desde fina-
les del siglo pasado en el Reino Unido y la
Europa continental. Segun sea el efecto de
la enfermedad en el arbol (Bakhshi Ganje
et al 2019), se han descrito dos tipos de
Decaimiento del Roble:

* sies lento, se denomina Decaimiento
Crénico del Roble, conocido por sus
siglas en inglés COD (Chronic Oak
Decline) y,

* si es rapido, Decaimiento Agudo del
Roble, o0 AOD por sus siglas en inglés
(Acute Oak Decline).

AOD se diagnosticé por primera vez en Rei-
no Unido a finales de los anos 80 y actual-
mente esta enfermedad emergente tiene
una alta y grave incidencia en los robles de
Reino Unido. Se han descrito brotes de esta
enfermedad en otros paises, como Irén, o
incluso Espana, donde se han observado
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diferentes grados de decaimiento en robles
en Galicia y Asturias.

Sintomas externos del
Decaimiento del Roble

Los robles afectados muestran decaimiento,
defoliacion, ramas puntisecas y, lesiones
ovales y grietas verticales exclusivamente en
la corteza del arbol. Resultan llamativos los
exudados de color oscuro. Generalmente,
pueden observarse también galerias de
larvas con agujeros de salida en forma de
“D" de escarabajos adultos de Agrilus bigu-
ttatus (Barrenador de roble de dos puntos).

A qué especies de roble
afecta?

La enfermedad ataca, principalmente, a los
arboles del roble comun o roble carbayo (Q.
robun) y, en menor medida, a los de roble
albar (Q. petraea). AOD, o sintomas similares,
también se han descrito en otras especies
del género Quercus Q. ilex, Q. pirenaica,
Q. cerris, Q. castaneifolia y Q. macranthera).

¢Qué organismos estan
implicados?
Esta enfermedad parece estar asociada a

una combinacion de factores abidticos y

(5}
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biéticos, incluyendo la sequia como con-
secuencia del impacto del cambio climati-
co. Entre los agentes bidticos se incluye un
complejo polimicrobiano, en el que estan
presentes principalmente dos bacterias
patdgenas Brenneria goodwinii y Gibbsie-
lla quercinecans, ademas de Rahnella o
Lonsdalea; asi como hongos y oomicetos,
como, por ejemplo, Phytophthora, Daldinia
0 Biscogniauxia. Algunos insectos, como
el escarabajo Agrilus biguttatus, plaga que
causa importantes danos a los robles y muy
asociada a AOD en Reino Unido, también
estdn implicados (Denman et al, 2012, 2014,
2016).

Situacion en Asturias

En junio de 2017 se observaron danos en
un roble comun, o carbayo, (Q. robur) del
concejo de Vegadeo que consistian en un
chancro con grietas en la corteza y pro-
duccion de un exudado oscuro (Figura 1).

Los sintomas eran coincidentes con infec-
cién bacteriana, por lo que se analizd la
muestra para determinar la etiologia.

Se aislaron dos especies de enterobacterias
muy proximas entre si, ya que en las pruebas
bioquimicas realizadas resultaron ser ambas
gram negativas y fermentativas, positivas en
las pruebas de beta-galactosidasa, manitol,
sorbitol, inositol, ramnosa, sacarosa, melibio-
sa, amigdalina y arabinosa; y negativas para
citocromo-c-oxidasa, arginina dehidrolasa,
ornitina decarboxilasa, produccién de H2S,
ureasa, triptéfano deaminasa, indol y gela-
tinasa. Sélo se diferenciaron en la prueba
del citrato, siendo una positiva (LPPA-3461)
y otra negativa (LPPA-3463).

Para su correcta identificaciéon se acudié
a técnicas moleculares, secuenciando el
ADN ribosomal 16S que se comparé con
las secuencias depositadas en bases de
datos (GenBank). Asi, se vié que la cepa
LPPA-3461 tenia similitud con Gibbsiella
quercinecans Brady et al, y LPPA-3463 con
Brenneria goodwinii Denman et al. Estas
bacterias, como se ha indicado previamente,
se han asociado por parte de investigado-
res britanicos con el Decaimiento Agudo
del Roble.

Dado que Brady et al (2016) consideran que

(5}
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para identificar con precision las bacterias es
necesario obtener también las secuencias

del gen gyrB (ADN girasa subunidad B),
amplificamos este gen y, ademas, el gen
atpD (ATP sintasa), incorporando ambos al
estudio molecular. Estas secuencias corro-
boraron el mismo resultado que el obtenido
con el ADN 16S.

Para estudiar la relacién de parentesco
entre las bacterias diagnosticadas se reali-
z6 un arbol filogenético con los tres genes
concatenados, ADN 16S, gyrB y atpD. Se
utilizaron los métodos Neighbor-Joining
(Saitou and Nei 1987) con el modelo Kimu-
ra-2 (Kimura 1980) y Maximum-Likelihood
basado en el modelo Tamura-Nei (Tamura
and Nei 1993), ambos con un “bootstrap” de
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Figura 1.- Carbayo
sintomético con
exudados.
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Figura 2.- Arbol
filogenético realizado
mediante el método
“Maximum Likelihood”
con las secuencias
concatenadas de los
genes 16S DNAr, gyrB
y atpD, en el que se
puede ver cémo las
cepas LPPA 3461 y
LPPA 3463 agrupan
con G. quercinecans
and B. gooawinii,
respectivamente. Las
distancias evolutivas se
calcularon usando el
modelo de Tamura-Nei.
Se indican en las ramas

los valores de “bootstrap”

>50% (sobre 1.000
réplicas). El andlisis
incluy6é 16 secuencias

nucleotidicas, con un total
de 2.487 posiciones por

secuencia.

>

Figura 3.- Bellotas

inoculadas, a la izquierda

con B. gooawinii,
en el centro con G.
quercinecans y a la

derecha, con agua estéril.

100 [ Brennerla roseae subsp. roseae strain FRB 222 (KF308281/KF308303/KF308293)
57' L Brenneria roseae subsp. americana strain FRB 223 (KF3082%2/KF308310/KF308300)

Brenneria salicis strain LMG 2698 (NR11937 1/JF311622/JF311509)

—

Brenneria alni strain DSM 11811" (AJ233408) + strain NCPPE 3034’ (JF31162TIIF311514)
L Brenneria nigrifiuens strain LMG 2684 (Z96095F J617425/JF311499)

Bronneria papuli strain D9-5 (KJB32518/KJ672083/K672086)
| [Cepa LPPA 3463 (MGI24B56/MH211654/MK748215)

100 L Branneria goodwinii strain LMG 26270 (JN544202/INS44220/IN544211)
’7 [~ Lonsdalea quercina subsp. quercina strain LMG 27247 (AJ223468/JF 311656/JF311543)

e I

subsp. ica strain LMG 26267 (NR118127/JF311666/JF311553)

Lonsdalea quercina subsp. iberica strain LMG 26264" (NR118126/JF311665/JF311552)
| B ria rubrifaclens strain LMG 2709 (NR119372/FJ617355/IF311504)

—— Gibbsiala greigii strain FRB 224 (KF308333/KF308356/KF308339)

100 [_ Gibbsiella dentisursi strain NUM 1720' (ABSG6415/ABEET12T) + DEM 23818 (KF308350)
T‘_LGrbbsieﬂa quercinecans strain FRE 97 (GUS62337/GUSE2317) + LMG 25500 (JX424554)
B

e Cepa LPPA 3461 (MGS24885/MH211655/MKT48214)

1.000 réplicas, mediante Mega 7 software
(Kumar et al 2016). El resultado se puede
ver en la Figura 2. Conviene aclarar que un
“bootstrap” es un método estadistico que
se centra en el remuestreo de datos dentro
de una muestra aleatoria o al azar, para
buscar una aproximacion a la distribuciéon
de la variable analizada.

Para comprobar la patogenicidad de
estas dos especies bacterianas en el
carbayo, se realizaron inoculaciones
de las mismas en bellotas (Biosca et al
2003), mediante inyecciéon de una sus-
pension bacteriana de aproximadamente
108 ufc/ml (ufc, unidades formadoras
de colonia). Como control se utilizaron
bellotas inyectadas con agua estéril. Las
bellotas se incubaron a 28°C en cdmara
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humeda durante 15 dias y el ensayo se
repitié dos veces.

Al cabo de estos 15 dias, se comprobd que
el 80% de las bellotas inoculadas con G.
quercinecans y el 90 % de las inoculadas
con B. goodwinii, presentaban podredum-
bres, mientras que el control sélo mostraba
la marca del pinchazo (Figura 3).

La presencia de galerias del bupréstido Agri-
lus biguttatus no se ha observado en el arbol
sintomético analizado, si bien este insecto
esta presente en Asturias (Arndiz 1999).

G. quercinecans ya habia sido descrita en
Espana en Quercus ilex L.y en Q. pyrenai-
ca Willd. (Brady et al 2010), mientras que
B. goodwinii no se habia encontrado en

SERIDA



nuestro pais. Por lo tanto, ésta es la primera
referencia de la presencia de B. goodwinii
y G. quercinecans en Q. robur en Espana.

Referencias

ARNAIZ L. (1999). Los Bupréstidos del cua-
drante noroccidental espanol (Coleopte-
ra, Buprestidae). Graellsia. 55: 163-176.

BAKHSHI GANJE M, SHAMS-BAkHSH M, MAcKkay
JoHN, RaHIMIAN H. (2019). Identification
and characterization of bacterial strains
associated with diseased oak trees in
Northern Iran. Forest Pathology. 50
(4):e12571

Biosca EG, GonzALEZ R, LoPEZ-LOPEZ MJ, SORIA
S, MoNTON C, PEREZ-LAORGA E, LoPEZ MM.
(2003). Isolation and characterization of
Brenneria quercina, causal agent for bark
canker and drippy nut of Quercus spp.
in Spain. Phytopathology. 93: 485-492.

Braby C, DENMAN S, KIRK S, VENTER S, RODRI-
GUEZ-PALENZUELA P, CoutinHo T. (2010).
Description of Gibbsiella quercinecans
gen. nov,, sp. nov., associated with Acute
Oak Decline. Syst. Appl. Microbiol. 33:
444-450.

Denman S, Braby C, Kirk S, CLEENWERCK |,
VENTER S, CouTtinHo T, DE Vos P. (2012).
Brenneria goodwinii sp. nov., associated
with acute oak decline in the UK. Int. J.
Syst. Evol. Microbiol. 62: 2451-2456.

(b

SERIDA

INFORMACION AGRICOLA

DenmaN S, BrRowN N, KRk S, JEGER M, WEBBER
J. (2014). A description of the symptoms
of Acute Oak Decline in Britain and a
comparative review on causes of similar
disorders on oak in Europe. Forestry.
87: 535-551.

Denman S, PLuMMer S, KIRk S, Peace A, McDo-
NALD JE. (2016). Isolation studies reveal
a shift in the cultivable microbiome of
oak affected with Acute Oak Decline.
Syst. Appl. Microbiol. 39 (7): 484-490.

Kimura M. (1980). A simple method for esti-
mating evolutionary rate of base substi-
tutions through comparative studies of
nucleotide sequences. Journal of Mole-
cular Evolution. 16: 111-120.

Kumar S, STECHER G, TaMura K. (2016).
MEGAY7: Molecular evolutionary genetics
analysis version 7.0 for bigger datasets.
Molecular Biology and Evolution. 33:
1870—-1874.

Samou N & Nei M. (1987). The neighbor-joi-
ning method: A new method for recons-
tructing phylogenetic trees. Molecular
Biology and Evolution. 4: 406—425. &

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24



INFORMACION GANADERA

Control de la paratuberculosis
bovina: nuevos metodos de
diagnostico basados en la
deteccion de biomarcadores
bovinos
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Antecedentes

La agricultura y la ganaderia constituyen dos
actividades esenciales en el ambito econé-
mico y social del medio rural en Asturias. En
este contexto, cabe destacar la importancia
estratégica de la sanidad animal, ya que
garantiza la salud y el bienestar animal, la
salud publica, la seguridad alimentaria, la
produccion sostenible de alimentos y la con-
servacion del medio ambiente (Rodriguez
Garcia y col., 2014). Ademas, la Sanidad
Animal garantiza la sostenibilidad y compe-
titividad de la produccién ganadera y la eco-
nomia rural, puesto que las enfermedades
son responsables del 20 % de las pérdidas
de la produccion animal y constituyen una
de las barreras al comercio de animales
vivos y alimentos de origen animal.

La PTB es una enteritis granulomatosa croé-
nica muy contagiosa, causada por Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP). Es uno de los principales procesos
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patoldgicos que afectan a los rumiantes
domésticos y silvestres en la Cornisa Can-
tébrica (Balseiro y col., 2008). Esta enfer-
medad es responsable de importantes pér-
didas econdémicas en la industria lactea
debido a que produce una disminucién
significativa de la produccion de leche, el
adelgazamiento progresivo de los animales,
el aumento de los costes veterinarios y el
sacrificio prematuro de los casos clinicos.
Un estudio realizado en Espana mediante
test ELISA en muestras de leche de tanque
estimé que el 189% de las explotaciones
lecheras estaban infectadas (Sevilla y col.,
2002). En Asturias, en 2019, el 32,6 %
de las explotaciones de ganado vacuno
y el 1,9 % de los individuos analizados
mediante ELISA para la deteccién de
anticuerpos especificos frente a MAP,
estaban infectados (datos aportados por
la Consejeria de Medio Rural y Cohesion
Territorial del Principado de Asturias). Por
ello, es una enfermedad que preocupa tanto
a ganaderos como a veterinarios. Ademas,
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su importancia es alin mayor si tenemos en
cuenta su potencial zoondsico, ya que se
ha visto que su agente causal, es un posible
factor desencadenante de enfermedades
humana autoinmunes como son la enferme-
dad de Crohn (Feller y col., 2007), diabetes
tipo | (Niegowska y col., 2016), esclerosis
multiple (Yokoyama y col., 2018) o artritis
reumatoide (Bo y col., 2018).

La PTB bovina se manifiesta bajo un amplio
espectro de formas de infeccion que van
desde formas latentes generalmente asin-
tomaticas y caracterizadas por la presencia
de lesiones histoldgicas focales en el tejido

Saneamiento
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intestinal, a formas mds severas de la enfer-
medad, en las que las lesiones granuloma-
tosas son claramente patentes (lesiones
multifocales y difusas) (Vazquez y col., 2014),
presentando entonces el animal los signos
clinicos tipicos asociados con la PTB. Estos
signos consisten en trastornos diarreicos
(intermitentes al principio y progresivamente
mas severos) y pérdida de peso progresiva
(Figura 1). Varios estudios afirman que los
terneros son mas susceptibles a la infeccion
volviéndose mas resistentes con la edad
(Larseny col., 1962). La base de estas dife-
rencias de susceptibilidad dependientes de
la edad no ha sido bien documentada, sin

Tratamiento: No
existe

ONTROL

Prevencion:

Medidas higiénico-
sanitarias

Vacunacion:
prohibida

Programas de

mejora
genética: en
desarrollo
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Figura 1.- Vacas
mostrando distintos
signos clinicos tipicos
(pérdida de peso y
diarrea) de la PTB.

«

Figura 2.- Posibles
estrategias para el control
de la PTB bovina.
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Técnica Deteccion MAP Diana Muestra

Métodos de diagndstico ante-mortem

Aislamiento Directa Bacteria MAP Heces

PCR a tiempo real Directa Genoma MAP Heces

ELISA IDEXX Indirecta Anticuerpos MAP Suero/leche

Interferén ¥ Indirecta Interferén y Sangre
Métodos de diagnéstico post-mortem

Aislamiento Directa MAP Tejidos

PCR a tiempo real Indirecta Genoma MAP Tejidos

Histologia (HB) Indirecta Lesiones microscopicas Tejidos

ZN Directa Bacterias acido-resistentes | Tejidos

El aislamiento y cultivo de MAP es la técnica de diagndstico de referencia de la PTB; la PCR a tiempo real mds gene-
ralizada y eficiente detecta dos dianas: un gen de copia tnica (F57) y una secuencia de insercion multicopia (1IS900),
Histologia (HE): tincion hematoxilina-eosina del tejido intestinal e identificacion de las lesiones granulomatosas tipicas,
ZN: tincion de Ziehl-Neelsen y visualizacion de 1os bacilos dcido-alcohol resistentes de MAP. Ver definiciones de las
distintas técnicas de diagnostico en el apartado correspondiente.

t

Tabla 1.- Métodos
utilizados actualmente

para el diagnéstico de la

PTB.

embargo, su correcta comprensién es fun-
damental para el desarrollo de programas
de control efectivos (Mortier y col., 2013).
La PTB es una enfermedad intestinal crénica
de curso predominantemente subclinico.
Una vez infectados los animales pueden
no manifestar signos clinicos durante un
largo periodo de tiempo (2-10 anos), pero
mientras tanto pueden estar eliminando
MAP en las heces, calostro y leche, y por lo
tanto, transmitiendo la enfermedad a otros
animales en la ganaderia (Bastida y Juste,
2011), originando importantes pérdidas
econdmicas en las explotaciones y hacien-
do muy dificil el control de la enfermedad.

El control de la PTB bovina se ha visto
obstaculizado por la falta de tratamientos
y herramientas de diagnéstico efecti-
vos (Barkema y col., 2017) (ver Figura 2).
Asimismo, las vacunas frente a la PTB
bovina son vacunas terapéuticas, que
evitan la aparicion de casos clinicos de la
enfermedad, pero que no son capaces de
prevenir la infeccion (Alonso-Hearn y col.,
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2012). Estas vacunas reducen la severidad
de las lesiones histopatoldgicas, la presencia
de MAP en heces y tejidos, y las pérdidas
econdmicas debidas a la disminucion de
la produccién de leche y al acortamiento
de la vida productiva del ganado en las
explotaciones infectadas. Sin embargo, la
prohibicién del uso de la vacunacion frente
ala PTB bovina por parte de las autoridades
sanitarias competentes (Directiva 78/52/
CEB) debido a su interferencia con los Pro-
gramas de Erradicacién de la Tuberculosis
Bovina ha hecho necesaria la busqueda de
nuevas estrategias de control de la PTB.
Actualmente, el control de la PTB a nivel
de rebano se basa fundamentalmente en el
saneamiento, asi como en la prevencion de
la transmision de MAP a animales suscep-
tibles usando medidas higiénico-sanitarias
adecuadas (Garry, 2011). El saneamiento
consiste en la identificacién de los animales
infectados, especialmente animales asinto-
maticos que no manifiestan signos clinicos
pero que estan infectados y eliminan MAP
al medio ambiente, y su retirada del gru-

iy
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po para suprimir las fuentes de infeccién
y maximizar la vida productiva del resto
de los animales. Por ello, la eficacia de
estos programas de control esta fuerte-
mente condicionada por los métodos de
diagndstico utilizados para la deteccion
de los animales infectados. Los ensayos
diagndsticos ante-mortem actuales (ver
Tabla 1 y apartado de definiciones) care-
cen de la sensibilidad necesaria para ser
utilizados como herramientas diagnésticas
en infecciones latentes, ya que la carga
bacteriana y los niveles de anticuerpos que
producen los animales en estas formas de
infeccidn son bajos mientras en infecciones
patentes son mas altos y frecuentemente
detectables (Bastida y Juste, 2011). Aun-
que existen otros factores (Barkema y col.,
2017) que han impedido el éxito de los
programas de control de la PTB, esté claro
que la deteccion de infecciones latentes
sigue siendo un desafio y se necesitan
nuevas herramientas de diagnéstico para
poder controlar la propagacion de la
enfermedad, asi como vacunas eficaces
que no interfieran con el diagnéstico de
la TB bovina. Otra posible estrategia de
control de la enfermedad es la seleccion de
animales con un perfil genético resistente
a la infeccién mediante la inclusion de la
PTB en los programas de mejora genética
de la raza frisona.

INFORMACION GANADERA

Planteamiento del estudio

Frente a las metodologias clasicas emer-
gen nuevas tecnologias que se estan utili-
zando para el desarrollo de métodos mas
eficientes de diagndstico, inmunizacién y
tratamiento de la paratuberculosis. Entre
éstas destacan las nuevas tecnologias
“6micas” como la transcriptémica y pro-
tedmica, que ofrecen una alternativa
para abordar la deteccidn de las dis-
tintas formas latentes y patentes en las
que se presenta la infeccion mediante
la identificacion de biomarcadores aso-
ciados a las mismas (ver apartado de
definiciones). Estas tecnologias emergen-
tes tienen un enorme potencial porque
posibilitan el estudio de la patogénesis de
la enfermedad a nivel molecular y celular a
través de la identificacion de determinados
biomarcadores. Del mismo modo, pueden
ser de aplicacién para el desarrollo de
herramientas de diagnostico especificas
(biomarcadores de diagnéstico), para
monitorizar el curso y predecir el desen-
lace de la enfermedad (biomarcadores de
prondstico), para predecir la respuesta a
tratamientos terapéuticos e intervencio-
nes basadas en vacunas (biomarcador
predictivo) y para el desarrollo de terapias
(biomarcador terapéutico) (Seth y col,,
2009; Carlomagno y col., 2017).

Focal vs. Control

¥

Tabla 2.- Expresion
diferencial de los

genes codificadores

de los biomarcadores
seleccionados mediante
andlisis transcriptomico de
sangre periférica de vacas
de la raza frisona con
lesiones histoldgicas de
tipo focal o difuso frente a
vacas control sin lesiones
detectadas.

Difusa vs. Control

. Identificacion
Biomarcador Gen
Razéon media p Razén media p
de duplicacién de duplicacién
MMP8 XLOC_010350 1,89 0,00035
ABCA13 XLOC_033714 3,74 0,00005
FAM84A XLOC_005071 2,15 0,00005
SPARC XLOC_040915 2,21 0,00065
DES XLOC_019473 3,75 0,00030

Y

La razon media de duplicacion (del inglés “mean LogZ2 fold change”) es una medida (ratio o razon) de las diferencias
en los niveles de expresion de un gen entre dos formas de infeccion de la PTB, expresado como un logaritmo,; MMPS,
Matriz Metalopeptidasa 8, ABCA13, proteina de union a ATP subfamilia A miembro 13; FAM84A, proteina con similitud
de secuencia con el miembro 84A; SPARC, proteina secretada acidica y rica en cisteina;, DES, Desmina.

’
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Método diagndstico (||1:0=(;a5I) M:::E';%fal 21'21155(; S :.ne:;(;nes Iig?: ecilcéeI:!I::JB
(h=61)
ZN 49,1% 94,4 % 100 % 0,0% ND
IDEXX ELISA 5,5% 27,8 % 73,3 % 0,0% 0,0%
PCR FECAL 9,1% 33,3 % 73,3 % 0,0% 0,0%
AISLAMIENTO FECAL 5,56% 16,7 % 26,7 % 0,0% 0,0%
PCR TEJIDO 28,3 % 44,4% 73,3 % 0,0% ND
AISLAMIENTO TEJIDO 28,3 % 44,4% 66,7 % 0,0% ND
SIGNOS CLINICOS 0,0% 21,4% 64,3 % 0,0% 0,0%

ND, no determinado (animales vivos, no hay disponibilidad de tejidos para realizar esas pruebas diagndsticas); El cdl-
culo del porcentaje de animales que muestran signos clinicos se basa unicamente en aquellos animales en los que se
conocia su estado clinico (focal n=28, multifocal n=14, difuso n=14, sin lesiones n=4 y ganaderia libre de PTB n=61).
Ver definiciones de los distintos métodos de diagndstico en el apartado correspondiente.

1‘

Tabla 3.- Valoracion del
estado infeccioso (PTB)
de las 155 vacas de raza
frisona incluidas en el
estudio.

-

Figura 3.- Lesiones
macroscopicas en

una vaca frisona con
lesiones difusas. La
pared intestinal aparece
muy engrosada, lo que
le otorga al intestino un
aspecto externo de tubo
de goma (A). La mucosa
y la submucosa intestinal
presentan gruesos
pliegues que asemejan
las circunvoluciones
cerebrales con una ligera
congestion en los &pices
de los mismos (B).

Para abordar el estudio que presentamos
aqui partimos de los resultados obtenidos
en el proyecto RTA2014-00009-C02-00 en
el que utilizamos el andlisis transcriptomico
para seleccionar 5 biomarcadores bovinos
con altos niveles de expresion en sangre de
animales infectados con lesiones focales y
difusas frente a animales control no infec-
tados sin lesiones (Tabla 2) (Alonso-Hearn
y col., 2019).
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El objetivo principal del presente estudio
es evaluar el potencial diagnéstico de ELI-
SAs comerciales basados en la deteccion
especifica de esos cinco biomarcadores
bovinos para detectar formas latentes y
patentes de infeccion de MAP en gana-
do vacuno infectado de forma natural,
utilizando muestras séricas de animales de
referencia (n=155) procedentes de nuestras
ganaderias colaboradoras. Las muestras se
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recogieron a partir de 94 animales sacrifi-
cados procedentes de ganaderias con alta
prevalencia de PTB y 61 animales obtenidos
en una ganaderia libre de PTB.

Resultados

El estado infeccioso de los animales
utilizados en este estudio se valor6 en
base a su caracterizacion microbioldgica,
inmunoldgica e histopatoldgica (Tabla 3).
Se tomaron muestras de sangre, heces y
tejidos de todos los animales sacrificados
y muestras de sangre y heces de los ani-
males vivos de la ganaderia libre de PTB.
El examen patolégico de las secciones del
tejido intestinal permitié la observacion
de las lesiones macroscopicas (ver Figura
3) y la clasificacién de los animales en
cuatro grupos segun el tipo y la extension

(5]
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de las lesiones microscépicas (Gonzdalez
y col..,, 2005; revisado en Balseiro y col.,
2019): focal (n=55, 58,51 %), multifocal
(n=18, 19,14 %), difuso (n=15, 15,95%) y
sin lesiones histolégicas detectables (n=6,
6,38 %) (ver Figura 4). Los distintos gru-
pos histopatoldgicos son un reflejo de las
distintas formas de infeccion en las que se
manifiesta la PTB y corresponden con las
formas epidemiopatogénicas (Vazquez y
col., 2014) que expresan la transmisibilidad
y el impacto patolégico como aparente-
mente libres (sin lesiones), latentes (focales)
y patentes (multifocales y difusas). En el
grupo de animales con lesiones focales,
el 76,36 % resultaron positivos por uno o
varios de los métodos de diagndstico uti-
lizados (ver Tabla 1) mientras que el resto
fueron negativos por todas las técnicas
salvo la histologia, no mostrando ninguno

<«

Figura 4.- Clasificacion
histopatolégica de los
animales. Los animales
incluidos en este estudio
se clasificaron, de
acuerdo con la presencia-
ausencia, localizacién y
extension de las lesiones
presentes en los tejidos
intestinales en grupo
focal, multifocal, difuso y
sin lesiones. Las fechas
indican la localizacién de
granulomas de PTB.
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Figura 5.- Reactivos y
equipos mas relevantes
para el desarrollo

del ELISA basado

en la deteccion del
biomarcador ABCA13.

de los animales de este grupo focal signos
clinicos asociados con la enfermedad. En
el grupo de animales con lesiones multi-
focales, el 100 % de los animales fueron
positivos al menos por una de las técnicas
empleadas, por ejemplo, el 94,44 % de
los animales fueron positivos por ZN. En
este grupo el 21,43 % de los animales
presentaron signos clinicos. Por ultimo, en
el grupo con lesiones difusas, el 100 %
de los animales fueron positivos por ZN,
y el 73,33 % resultaron positivos por tres
métodos (ELISA de anticuerpos, y PCR a
tiempo real de heces y tejidos). En este
grupo se observé la mayor proporcion de
animales con signos clinicos asociados
a la PTB (64,28 %). S6lo 6 animales de
los 94 analizados mediante histologia no
mostraron lesiones detectables. Dada la
dificultad que tuvimos para encontrar ani-
males sin lesiones se decidi6 establecer
para el estudio un grupo control no-in-
fectado formado por estos 6 animales sin
lesiones y los 61 animales de la ganaderia
libre de PTB.

Una vez valorado el estado infeccioso de
los animales se investigd la concentra-
cién de cada biomarcador bovino (MMPS,
ABCA13, FAM84A, SPARC y DES) en ng/
mL en muestras de suero de los 155 ani-
males mediante ELISAs comerciales dise-
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nados especificamente para la deteccién
de dichos biomarcadores (Figura 5). Los
datos obtenidos en los 5 ELISAs se eva-
luaron mediante analisis ROC (del inglés
“Receiver Operating Characteristic Curve”)
para determinar el punto de corte, la sen-
sibilidad y la especificidad de cada ELISA
(ver apartado de definiciones). Ademas, los
resultados obtenidos se compararon con
los obtenidos con la prueba comercial de
referencia utilizada para la deteccién espe-
cifica de anticuerpos anti-MAP, el ELISA de
IDEXX. Los resultados de este andlisis ROC
(Tabla 4) indicaron que el ELISA basado
en la deteccién del biomarcador ABCA13
proporciona el mejor valor diagndstico
para la deteccion de animales con lesiones
focales (sensibilidad 79,25 % y especi-
ficidad 93,44 %); el ELISA basado en la
deteccion del biomarcador SPARC para la
deteccion de animales con lesiones multifo-
cales (sensibilidad 66,70 % y especificidad
95,10%) y el ELISA basado en la deteccidn
del biomarcador MMP8 para la deteccién
de animales con lesiones difusas (sensibi-
lidad 100,00 % y especificidad 77,10 %).
Para la deteccidn global de animales con
cualquier tipo de lesion el ELISA basado
en la deteccion del biomarcador ABCA13
(sensibilidad 70,60 % y especificidad
91,80 %) supero el valor diagndstico de
todos los biomarcadores e incluso el del

(5}
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ELISA PUNTO DE CORTE SE (%) ES 0
LESION FOCAL (N=55) VS. CONTROL (N=67)
BIO. ABCA13 17 79,2 88,1
ELISA IDEXX 28,4 14,5 100,0
LESION MULTIFOCAL (N=18) VS. CONTROL (N=67)
BIO. SPARC 354,9 66,7 95,5
ELISA IDEXX 67,6 27,8 100
LESION DIFUSA (N=15) VS. CONTROL (N=67)
BIO. MMP8 40,2 100,0 71,6
ELISA IDEXX 19,6 86,7 97,0
CUALQUIER LESION (N=88) VS. CONTROL (N=67)
BIO ABCA13 1,4 69,4 86,6
ELISA IDEXX 28,4 28,4 100,0

SE, sensibilidad; ES, especificidad; VD, valor diagndstico (media aritmética de la sensibilidad y la especificidad); N, indica

el nimero de animales por grupo. Ver apartado de definiciones.

ELISA comercial de IDEXX (sensibilidad
28,40 % y especificidad 100 %).

El valor diagndstico del biomarcador
ABCA13 se mantuvo para todas las cate-
gorias histopatoldgicas de animales infec-
tados, mejorando ampliamente las presta-
ciones de cualquier prueba de diagndstico
actualmente disponible. Por ello, su uso en
los programas de control de la PTB per-
mitiria una deteccién rapida y sensible de
infecciones latentes y patentes, impidiendo
la transmision de MAP a otros animales de
la explotacién y mejorando asi el control
de la enfermedad.

Conclusion

Los ELISAs actuales, basados en la detec-
cién de anticuerpos especificos frente a
MAP, son eficaces en la identificacion de
animales con infecciones patentes, sin
embargo, las infecciones latentes pasan en
su mayoria desapercibidas obstaculizan-
do el control de la PTB y su erradicacién.
La alternativa que hemos presentado en
este articulo, los ELISAs basados en la
deteccién de biomarcadores bovinos y mas
concretamente el basado en la deteccion
del biomarcador ABCA13, parecen tener

(b

SERIDA

el potencial de convertirse en una nueva
herramienta de diagndéstico que mejore
enormemente la sensibilidad en la detec-
cién de animales con formas latentes de
infeccién. No obstante, seria conveniente
confirmar estos resultados realizando una
validacion a gran escala del mismo. Una
vez realizada, estos ELISAs podrian utili-
zarse: 1) en campanas de erradicaciéon
para identificar vacas eliminadoras antes
de que empiecen a contaminar el medio
y transmitir el patégeno, 2) para prevenir
la compra de ganado infectado y evitar
la difusion de MAP entre ganaderias y 3)
para reducir la transmisidon potencial de
esta micobacteria a otras especies domés-
ticas y animales silvestres susceptibles a
la infeccion.

Definiciones

El aislamiento bacterioldgico es un método
de deteccién de bacterias mediante su aisla-
miento selectivo frente a otros contaminan-
tes y su multiplicacién en un medio 6ptimo
que permita el crecimiento necesario para
su identificacion.

La PCR, reaccion en cadena de la polime-
rasa (del inglés, polymerase chain reaction),
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VD (%)

83,7
57,3

79,6
63,9

85,8
91,8

78,0
64,2

O

Tabla 4.- Valor diagnéstico
de los ELISAs basados

en la deteccion de

los biomarcadores
seleccionados para el
diagnéstico de ganado
con diferentes tipos de
lesiones histopatoldgicas
en tejido intestinal.
Comparacion con los
resultados obtenidos con
el ELISA de IDEXX para

la deteccion especifica de
anticuerpos anti-MAP.
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es una técnica de amplificacién especifi-
ca de secuencias de DNA diana in vitro.
En la actualidad, la version de PCR mas
utilizada es la PCR a tiempo real o PCR
cuantitativa. Se utiliza para amplificar y
simultdneamente cuantificar el producto
de la amplificacion especifica de un gen o
fragmento de ADN diana durante la PCRy
no solo al final de la reaccién como ocurre
en la PCR convencional.

ELISA son las siglas por las que se conoce
al ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (acrénimo del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) y es el método
estdndar actualmente para la realizaciéon
de pruebas de deteccidon de moléculas
organicas. Se trata de un método de deter-
minacién inmunoldgica que se basa en el
reconocimiento especifico entre un anti-
geno y un anticuerpo, que se detecta y
cuantifica por medio de la determinacion
espectrofotométrica de la accion sobre un
sustrato especifico de un enzima que va
ligado al antigeno o al anticuerpo. Segin
esté disenado sirve para detectar/cuantificar
la cantidad de anticuerpos especificos frente
a un antigeno o la cantidad de antigeno
presente en una muestra de suero, sangre,
leche, otros fluidos corporales, etc. Esta
prueba estd limitada en la caso de la paratu-
berculosis por su baja sensisbilidad, ya que
no se desarrollan cantidades suficientes de
anticuerpos para ser detectadas hasta las
fases mas avanzadas de la enfermedad. Aln
asi, en formas difusas con carga bacteriana
baja, la respuesta de anticuerpos también
puede ser débil.

Ensayo del Interfer6n gamma (IFN-y), o
mas precisamente, ensayo de liberacién
de IFN-y. Se trata de un método de tipo
ELISA sandwich (doble antigeno y/o anti-
cuerpo) que detecta si se ha provocado una
respuesta inmune especifica mediada por
células T cuando la sangre de un individuo
se incubada con el antigeno correspondien-
te. Esta técnica mide la diferencia de senal
de IFN-y para muestras de sangre entera
activadas con un extracto antigénico espe-
cifico de MAP y un antigeno no especifico
(extracto de M. phle). Esta técnica refleja
que el individuo ha estado expuesto a MAP
pero no puede discriminar entre individuos
que han controlado la infeccién e individuos
que tienen una enfermedad sub-clinica.
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Tinciéon de Zielh-Neelsen (ZN), es un
método de tincién que se utiliza para la
deteccién especifica de bacterias acido
alcohol resistentes como las micobacterias
en el exdmen microscépico de muestras
de bioldgicas.

Las tecnologias “Omicas” derivan su
nombre del sufijo “~-oma” que, en ciencias
biolégicas, ha venido a significar aproxima-
damente “totalidad de un sistema complejo”,
y son las disciplinas que analizan el sistema
definido por el prefijo. En particular se apli-
can al analisis global de genes (gendmica),
mRNA (transcriptdmica), proteinas (pro-
tedmica) y metabolitos (metabolémica) en
diferentes tipos de muestras bioldgicas bajo
determinadas condiciones experimentales.

+ La transcriptémica es la rama de la
genética que estudia los organismos en
términos de su transcriptoma, es decir,
el conjunto total de moléculas de ARNm
de un organismo bajo determinadas
condiciones.

* La protedmica es un area de la bio-
logia cuyo objetivo es el estudio de
los proteomas. Un proteoma es el
conjunto de proteinas expresadas por
un genoma, una célula o un tejido. La
aplicacién de la protedmica tiene un
enorme potencial para el desarrollo de
métodos de diagndstico y prondstico
de enfermedades y para la busqueda
de dianas que permitan el diseno de
nuevos farmacos y vacunas.

Un biomarcador o marcador bioldgico es
una molécula (ej. ARNm, microARNs y pro-
teinas del hospedador) que puede medirse
objetivamente y por la cual se puede iden-
tificar un proceso fisiolégico o patolégico.

Curvas ROC (Burgueiio col., 1995). La
calidad de una prueba diagndstica se juz-
ga por su capacidad para distinguir entre
estados alternativos de salud (exactitud).
Clasicamente, la exactitud de una prueba
diagnostica se ha evaluado en funcion de la
sensibilidad y la especificidad. Sin embargo,
éstas varian en funcion del criterio elegido
como punto de corte entre la poblacién
sana y la enferma. Una forma mas global
de conocer la calidad de la prueba en el
espectro completo de puntos de corte es

iy
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mediante curvas ROC (del inglés-receiver
operating characteristics, caracteristicas
operativas del receptor) que constituyen una
herramienta fundamental en el proceso de
evaluacion y uso de pruebas diagndsticas.

El punto de corte de un ELISA, es un valor
numérico que define cuando la prueba es
positiva 0 negativa. En funcion del punto de
corte seleccionado para una prueba habra
variacion en la sensibilidad y especificidad.
Si el punto de corte es alto, la sensibilidad
disminuye, porque seremos muy “estrictos”
a la hora de identificar un caso positivo.

La sensibilidad de la técnica nos indica la
fraccién de verdaderos positivos, es decir,
la fraccion de animales con lesiones detec-
tadas que es positiva en los ELISAs.

La especificidad de la técnica nos indica la
fraccion de verdaderos negativos, es decir,
la fraccion de animales control sin lesiones
que es negativa en los ELISAs.
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La poblacion de oso pardo europeo (Ursus
arctos arctos) ubicada en la Cordillera Can-
tabrica representa el limite suroeste de
distribucién de esta especie en Europa. Al
igual que otras poblaciones de osos en el
continente, experimentd un declive dra-
matico en el nimero de individuos en la
segunda mitad del siglo XX, situdndose en
menos de 100 individuos en la década de
los noventa. La poblaciéon ademas queddé
dividida en dos subpoblaciones - occidental
y oriental - separadas unos 50 kildmetros,
favorecido este hecho por la presencia de
barreras geogréficas. El establecimiento
de una legislacién protectora, junto con
planes de seguimiento y conservacion han
llevado a una recuperacién de la poblaciéon
de o0so pardo en las ultimas dos décadas,
con un aparente aumento en el nimero
de individuos, estimdndose en 2019 entre
230-260 individuos. La poblacién occidental
presenta aproximadamente 200 individuos
y se localiza en Galicia, Asturias y Castilla
y Ledn. La poblacién oriental por su parte
incluye unos 30 individuos y ocupa una
pequena superficie de Asturias, Palencia
y Cantabria. A nivel internacional, el 0so
pardo cantdbrico estd incluido en la Lista
Roja de Especies Amenazadas de la Union
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Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) y esta catalogado como
en peligro de extincién.

La identificacién de las causas de mortalidad
en poblaciones naturales silvestres es de
gran importancia no solo para la deteccion
y reconocimiento de posibles riesgos de
conservacion, sino también para un correcto
diseno de las estrategias y programas de
gestion. Cuando, como en este caso, se trata
de especies en peligro de extincién es muy
complicado desde el punto de vista ético
y conservacionista establecer mecanismos
de vigilancia sanitaria activa. Por lo tanto,
sistemas de vigilancia sanitaria pasiva como
la realizacion de necropsias regladas en el
mayor nimero de especies y animales posi-
bles, se convierten en unas de las mejores
herramientas de estudio epidemioldgico.

Los estudios de mortalidad y los datos
sanitarios son escasos en la pequena y
amenazada poblacién de oso pardo de la
Cordillera Cantabrica debido sobre todo al
bajo nimero de individuos, su comporta-
miento esquivo y alta movilidad, y la esca-
sez de programas de seguimiento de 0s0s
mediante radio y/o GPS hasta la fecha. Todo
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Clasificacion

Oso Fecha Edad Sexo Causa de muerte de muerte
1| 08/05/1908 |  7afos Macho (Closeidium sordeliiy C. orermentans HA
2 12/06/1998 Osezno Hembra Infanticidio NH/NI
3 10/06/2000 Adulto N.d. N.d. -

4 06/06/2005 Subadulto Macho N.d. -

5 26/09/2005 Adulto Macho Disparo H/NI
6 19/11/2005 Adulto N.d. Veneno: estricnina H/NI
7 14/06/2008 1 ano Macho Infanticidio NH/NI
8 27/08/2012 Adulto Macho Laf(% 2;22;3; S el H/I
9 29/10/2012 9 meses Hembra Manejo/miopatia H/NI
10 | ®@0e/204 | 3afios Macho (Clostidium sordel y ¢ sepheum NH/
1 15/06/2014 5 anos Macho Hepatitis canina infecciosa (CAdV-1) NH/I
12 12/12/2014 9 anos Macho Pelea/septicemia NH/I
13 29/04/2015 20 anos Hembra Neoplasia: colangiocarcinoma NH/NI
14 23/05/2015 4 meses Macho Hepatitis canina infecciosa (CAdV-1) NH/I
15 16/10/2015 Adulto Macho Traumas/miositis gangrenosa NH/I
16 05/03/2016 Adulto Macho Traumas por caida NH/NI
17 08/10/2016 Subadulto Macho Disparo H/NI
18 27/11/2016 6 anos Hembra Lazo H/NI
19 07/01/2017 6 anos Macho Intoxicacion por hongos NH/NI
20 03/04/2017 3 meses Hembra Hepatitis canina infecciosa (CAdV-1) NH/I
21 21/04/2017 19 anos Macho Pelea/despenamiento NH/NI
22 21/04/2017 20 afnos Macho Pelea/despenamiento NH/NI
23 29/09/2018 4 aios Hembra Tra”("g?;; ;‘52';‘7589(’322;/‘/?})”058 NH/I
24 27/10/2018 5 afos N.d. N.d. -
25 08/11/2018 7 anos Macho N.d. -

" N.d.: no determinada. CAdV-1: Adenovirus canino tipo 1; H: muerte por intervencion

humana; NH: muerte sin intervencion humana, I: muerte con etiologia infecciosa,; NI:
muerte sin etiologia infecciosa. Los 0sos 1, 2, 3,4, 6, 8, 10, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 21, 22
y 23 proceden de Asturias y los 0sos 5, 7, 9, 11, 12, 15, 18, 24 y 25 de Castilla y Leon.

Tabla 1.- Datos
disponibles, causa

de muerte, hallazgos
patoldgicos y clasificacion
de las causas de muerte
de 25 0sos necropsiados
entre 1998 y 2018 en
Asturias y Castilla y Leon.

o
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Figura 1.- Imagen
histol6gica de higado
de un oso cuya muerte
fue causada por el
Adenovirus canino

tipo 1 (CAdV-1),
agente etiolégico de

la hepatitis infecciosa
canina. Se observa
necrosis de hepatocitos
e infiltrado inflamatorio
principalmente de
linfocitos. Tincién de
hematoxilina-eosina, barra
= 20 micras.

ello dificulta la deteccion de los osos que
mueren en la naturaleza, impidiendo en
muchos casos la realizacién de necropsias y,
por lo tanto, la determinacién de las causas
de muerte.

Una vez introducido el problema, el obje-
tivo del presente trabajo ha sido describir
las causas confirmadas de muerte y los
hallazgos mas significativos en veinticinco
0s0s necropsiados en Asturias y Castilla y
Ledn durante 20 afnos (1998-2018) (Tabla
1). Los animales hallados muertos se some-
tieron a una necropsia reglada y se tomaron
diferentes muestras de tejidos para la rea-
lizacion de estudios clinicos, histolégicos,
bacteriol6gicos, moleculares y toxicolégicos,
algunos de ellos en el SERIDA y la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Le6n y
otros en laboratorios externos acreditados.

Las causas de muerte se clasificaron en
base a dos criterios: (1) causadas o no por
intervenciéon humana y (2) causadas o0 no
por etiologia infecciosa (Tabla 1). En cuatro
0s0s no se pudo determinar la causa de
muerte debido a que los animales se encon-
traban en muy mal estado o debido a que
solo se encontraron restos de 1os mismos.
Segun la primera clasificacion catorce de los

(5}
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21 (66,7 %) osos pardos en los que se pudo
determinar la causa de la muerte murieron
por causas no relacionadas con intervencion
humana entre las que se encontraban lesio-
nes traumaticas (n =9, 42,9 %) I[peleas (n
=4, 19 %), traumas de origen desconocido
(n=3, 14,3 %) o infanticidio (n =2, 9,5 %)],
hepatitis infecciosa canina (n = 3, 14,3 %;
Figura 1) causada por el Adenovirus canino
tipo 1 (CAdV-1), neoplasia (n=1, 4,8%) o
intoxicacion por hongos (n =1, 4,8%). En
contraste, siete (7/21, 33,3 %) 0sos pardos
murieron por causas directamente relacio-
nadas con intervencién humana como caza
ilegal llazo (n =3, 14,3 %) o disparo n =2,
(9,5 %)1, miopatia de estrés secundaria a
manejo (n = 1, 4,8 %) o envenenamiento
por estricnina (n = 1, 4,8 %). Si tenemos en
cuenta la segunda clasificacién, el 57,1 %
de los animales murieron por causas con
etiologia no infecciosa y el 42,9 % por cau-
sas con etiologia infecciosa como hepatitis
infecciosa canina o miositis gangrenosa
provocada en la mayoria de los casos por
Clostridium sordellii. Como se muestra en
la Tabla 1, seis de los animales estudiados
presentaron infeccién bacteriana secundaria
a un evento traumatico primario. Ademas
se observd miopatia por estrés en dos 0sos
(Figura 2).
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Figura 2.- Miopatia por
estrés/esfuerzo en oso
pardo. (a, ¢, d, e, f) Oso
1; (b, g, h) Oso 9 (ver
detalles en Tabla 1). (@)
y (b) corresponden a
lesiones macroscépicas
en musculo cardiaco y
esquelético. Se observan
principalmente areas
pélidas y aclaradas.

Las imagenes (c-h)
corresponden a lesiones
microscopicas observadas
en estos animales. (c)
Degeneracion hialina
extensa en musculo
femoral, con fibras muy
contraidas (asteriscos),
necrosis coagulativa y
areas de lisis miofibrilar
(estrellas), asi como
infiltrado compuesto
principalmente por
linfocitos y macréfagos
(puntas de flecha). Tincién
de hematoxilina-eosina;
(d) Necrosis de fibras
musculares (estrellas)
con células satélite
supervivientes (flecha)

y macrofagos (punta

de flecha), todo ello
indicativo de eventos
de regeneracion.
Tincién de hematoxilina-
eosina; (e) Se observa
necrosis Y lisis de fibras
musculares mediante

la tincion de Mallory-
Azan; () Fendmenos

de calcificacion
(mineralizacion),
hialinizacién y necrosis
de fibras musculares.
Tincién de Von Kossa; (g)
Degeneracién hialina en
una seccion longitudinal
del musculo intercostal.
En este caso no hay
infiltrado. Tincién de
hematoxilina-eosina; (h)
Se observa necrosis y
bandas de contraccion
(flechas) en fibras
musculares. Tincién de
Mallory-Azan.

El hecho de que un alto porcentaje de los
animales murieran por causas de etiologia
infecciosa es de gran relevancia y contrasta
con los datos de causa de muerte anterior-
mente descritos para otras poblaciones de
0s0s a nivel mundial, donde las enfermeda-
des infecciosas en ningun caso se descri-
ben como una causa relevante de muerte.
Los resultados obtenidos proporcionan
informacion valiosa sobre los factores que
amenazan a esta poblacion en recupera-
cién y pueden ayudar en los proyectos y
esfuerzos de gestion y conservacion que se
lleven a cabo en el futuro. Mds atin cuando
la presencia de enfermedades infecciosas
como la hepatitis infecciosa canina puede
conllevar una reduccion de la variabilidad
genética de esta poblacion por la muerte
temprana de futuros progenitores. En este
sentido, dos de los cinco oseznos (40 %)
murieron a causa de hepatitis infecciosa
canina (ver Tabla 1).

Cabe asimismo destacar que en dos ani-
males se observd miopatia como conse-
cuencia de un esfuerzo y estrés extremo.
Este hecho pone de manifiesto que, en
los protocolos de manejo de los 0so0s, en
la manipulacion de estos animales en vida
debe minimizarse el estrés tanto como sea
posible. Algunas medidas para reducir el

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

estrés y las complicaciones debidas a la
miopatia de captura podrian incluir mini-
mizar el ruido durante el manejo, limitar
las capturas a periodos con baja tempe-
ratura o proporcionar suplementos como
bicarbonato de sodio, selenio o vitamina
E; medidas que han sido eficaces en el
manejo de otras especies.

A diferencia de otros estudios de mortali-
dad de oso donde los accidentes de tréafico
son una causa importante de muerte, en
la poblacion de osos de la Cordillera Can-
tabrica ésta no es una causa relevante de
muerte a pesar de dos casos de muerte
por atropello notificados uno en 2008 y
otro recientemente en 2020, pero que no
estdn incluidos en este estudio.

El oso pardo es una de las especies sil-
vestres mas emblematicas de la Peninsula
Ibérica, lo que exige grandes esfuerzos
para la conservaciéon de su habitat, pobla-
cion y variabilidad genética. Actualmente
estos esfuerzos econémicos y de perso-
nal se estan llevando a cabo tanto por
las Administraciones publicas y entidades
de investigacion como por las ONG con-
servacionistas, aunque muchas veces la
sanidad animal no es el objetivo principal.
Este control sanitario, entendido bajo el
paraguas del concepto “One Health” o
“Una sola salud”, debe incluir tanto a las
especies diana del esfuerzo de conserva-
cion, en este caso al oso pardo, como a las
especies con las que cohabita, incluidas
otras silvestres (lobos, zorros, mustélidos)
y domésticas (perros) e incluso al hombre.

En definitiva, este trabajo pone de manifies-
to que los esfuerzos de conservacion que
se estan llevando a cabo en la actualidad
pueden no ser suficientes, si las medidas
sanitarias y de vigilancia epidemioldgica no
se equiparan en importancia y exigencia
al resto de medidas de gestion.
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Singularidad genetica
de las razas bovinas

cantabricas
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En este articulo se van a revisar los cono-
cimientos disponibles hasta el momento
sobre la diversidad genética de las poblacio-
nes bovinas cantabricas. Se incluirdn datos
de la variabilidad genética de los genes
responsables de la capa, asi como de las
lineas maternas y paternas. Esta informacion,
junto con la del resto de poblaciones de la
peninsula ibérica y parte de Europa y Africa
del Norte, permitira evaluar la singularidad
genética de las razas autéctonas bovinas
cantdbricas en un amplio contexto y asi,
desde un punto de vista técnico, argumentar
la necesidad de seguir apostando por su
conservacion.

Antes de empezar, vamos a definir algunos
conceptos técnicos que van a utilizarse a
lo largo de este articulo, y que ayudaran a
entenderlo mejor:

+ Sellama haplotipo al conjunto de varia-
ciones del ADN o polimorfismos, que
se heredan juntos y pasan de padres a
hijos sin ninguna modificacién. Es decir,
si lo encontramos en un individuo hay
que asumir que lo ha heredado como
un clon de uno de sus progenitores.

» Linaje se refiere a un conjunto o familia
de haplotipos que tienen caracteristicas
comunes y por lo tanto estan relacio-
nados entre si, y se asume que tienen
el mismo origen filogenético.

* Introgresion es el movimiento de genes
de una poblacién a otra, como conse-
cuencia de un proceso de cruzamiento

(b
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y retrocruzamiento. Un gen o conjunto
de genes propios de una poblacién
diferente, se incorporan en la poblacién
nativa, debido a cruzamientos suce-
sivos, que de una manera natural no
habrian tenido lugar.

¢Qué es una raza?

Una raza se puede definir como un con-
junto de animales que son mas parecidos
entre si que con los demas individuos de la
misma especie, y que se agrupan por una
serie de caracteristicas comunes que son
heredables. Otra definicién, més relaciona-
da con el campo de la Produccion Animal,
es que son un conjunto de animales que
se reproducen entre si, y que tienen un
objetivo productivo comun. Teniendo en
cuenta que la diferenciacién en razas no
tiene un solido respaldo cientifico, pode-
mos decir en realidad, que un conjunto de
animales conforma una raza o agrupacion
racial cuando las personas que ocupan
determinados cargos en la administracion
deciden que asi sea.

En el norte de la peninsula ibérica existen
reconocidas varias razas bovinas autécto-
nas, la mayoria del tronco castafio como
las Asturianas de los Valles y de la Monta-
fa, y cantabras Tudanca y Monchina, que
son aprovechadas mayoritariamente por
su aptitud cérnica. Ademas, existe otra
raza cantabra, ésta de aptitud lechera y
no perteneciente al tronco castano, la raza
Pasiega. Todas, excepto la Asturiana de los
Valles, considerada como raza Autdctona
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de Fomento, estan incluidas en el Catdlogo
Oficial de Razas de Ganado en el Grupo de
Razas Autdctonas en Peligro de Extincion.
Existe mucho debate acerca de qué es una
raza autoctona y cuando puede merecer
la pena 0 no su conservacion por el mero
hecho de serlo.

La FAO (http://www.fao.org/home/es/) se
apoya en cuatro argumentos para justifi-
car el estudio y conservacion de las razas
autdctonas, que son:

»  El econémico; hay que tener en cuenta
que el pasado y presente de la deman-
da comercial no son siempre una buena
guia para predecir futuras necesidades
sociales, y en algin momento estas
razas autdctonas pueden ser necesa-
rias.

» El cientifico; se pueden conseguir
avances cientificos por el estudio de
animales domésticos primitivos. Ade-
mas, cuando una raza se extingue, una
combinacién Unica de genes desapa-
rece, con muy escasa probabilidad de
recuperar.

»  El histdrico o cultural; la distribucion y
caracteristicas de algunas razas pue-
de ser importante como marcador en
estudios antropoldgicos y en estudios
de geografia historica.

»  El ecoldgico o ambiental; las razas loca-
les ayudan a la conservacion de los
recursos naturales por su interacciéon
con el medio, prestando a la vez aten-
cion al espacio rural y al mantenimiento
del ecosistema.

Ademads de estas razones generales para
conservar una raza, existen otras mas con-
cretas. Generalmente estas razas no ocupan
superficies utilizables para otras alternativas
agrarias, y se alimentan en superficies de
pastos naturales que abonan, con lo que
no establecen competencia en la alimen-
tacién con la especie humana. Su manejo,
fundamentalmente en extensivo, facilita la
realizacion de otras actividades cotidianas,
lo que es bastante importante en el espacio
rural. Por su sistema de produccion, de estas
razas autéctonas se suelen obtener pro-
ductos agroalimentarios con valor anadido
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y de mayor calidad. Sin embargo, ninguna
de estas razones es suficiente si no existe
detrds una asociacion de criadores espe-
cialmente activa y comprometida.

La herramienta fundamental para la conser-
vacion y gestion de las poblaciones locales
en peligro de extincion es el Libro Geneal6-
gico. El Libro Genealdgico aglutina y organiza
toda la informacién de los animales inscri-
tos, sus ascendientes y sus descendientes.
Esta informacién viene de dos disciplinas
de la genética. La primera es la conocida
como genética de poblaciones, que consiste
en el uso de la informacién de parentes-
co y demogriéfica, con el fin de asegurar la
representacion de los genes (o individuos)
fundadores en la poblacién, y también mini-
mizar el incremento de la consanguinidad.
La segunda disciplina es la llamada genética
molecular, que se basa en la tecnologia del
ADN, y estudia, entre otros, los marcadores
moleculares. La genética molecular permite
obtener informacion adicional al Libro Genea-
I6gico como puede ser la identificacion de
individuos portadores de caracteres recesi-
vos, y resolver errores de filiacion. Ademas,
permite estimar la consanguinidad real de
las poblaciones, asi como la posibilidad de
asignar o excluir nuevos individuos al Libro
Genealdgico de la raza.

En el estudio de las razas autdctonas locales,
si se quieren sacar conclusiones realistas,
de nada sirven los resultados aislados. Es
decir, es fundamental enmarcarlos tanto
en un contexto regional con las razas de
su alrededor, como a nivel de la peninsula
ibérica, europeo e incluso mundial.

Variabilidad genética de los
genes responsables del color de
la capa

Uno de los marcadores mas evidente en la
diferenciacion de las razas es el del color
de la capa, de tal forma que muchas razas
llevan el tipo de capa en su nhombre, como
por ejemplo las razas Berrenda en Negro
o en Colorado, Blanca Cacerena, Parda,
Retinta y muchas otras mas. Del mismo
modo hay razas que son conocidas por
tener una capa caracteristica, como ocurre
con la Morucha y su capa cardena, la capa
negra bociblanca de la Avilena, o las capas
hosca y tasuga de la Tudanca.
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Color capa

Negro

Retinto/Blanco
Castana

Gris

El color basico de la capa estd determi-
nado por dos genes: MC1R (receptor de
melanocortina 1) y ASIP (Agouti-signaling
protein). Las combinaciones de las variantes
genéticas de estos genes, producen los
colores tipicos de las capas de los bovinos
(Tabla 1). Las razas autéctonas cantdbricas
se caracterizan porque son de capa castana,
si exceptuamos la Pasiega. La capa castana
se caracteriza por tener el alelo salvaje en
el gen MC1R, siendo tres los alelos posibles
en este fenotipo, los alelos E*, E' y E2.

En un trabajo previo y con el fin de identi-
ficar si estos alelos del gen MC1R, o bien

Razas

Asturiana de los Valles
Asturiana de la Montana
Pajuna

Parda Alpina

Tudanca

Sayaguesa
Negra Serrana
Parthenaise
Tarantaise

Normande
Piamontes
Marchigiana
Maremmana

Chianina

(b
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MC1R

Er'2/e
Er'2/e

secuencias diferentes en el gen ASIP, son
responsables de las variaciones de tona-
lidad dentro de la capa castana, se geno-
tiparon 277 individuos para el gen MC1R
pertenecientes a siete razas autdctonas
espanolas de capa castana: Asturiana de
los Valles, Asturiana de la Montana, Saya-
guesa, Pajuna, Parda Alpina, Negra Serra-
na y Tudanca, tres francesas: Tarantaise,
Parthenaise y Normande y cuatro italianas:
Piamontes, Marchigiana, Maremmana y
Chianina. Los resultados se muestran en
la Tabla 2. Se puede destacar la presencia,
aunque en baja proporcion, del alelo e,
responsable en homocigosis de la capa

Frecuencias alélicas

N E* E'
64 12,9 12,9
35 83 4,2
30 40 5
18 72,2 19,5
36 - -

7 64,3 71
19 921 79
16 50 50
16 6,3 874
16 100 -

5 - -

5 - -

5 - -

5 40 -
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Tabla 1.- Genotipos del
gen MC1R y colores de

capa que determina.

¥

Tabla 2.- Frecuencias

alélicas del gen MC1R

en algunas las razas

autdctonas esparolas,

francesas e italianas.

Adaptado de Tabla 1 de
Royo et al., (2005).y Tabla
2 de Royo et al., (2004).

E2
70,2
84,7
50
8,3
100
28,6

6,3

100
100
100
20

40



INFORMACION GANADERA

>

Figura 1.- Linajes de
ADN mitocondrial de los
bévidos domésticos, y
localizacion geogréfica
sobre un mapa de
Europa, norte de Africa

y Oriente Proximo
(Copiada de Figura 2 de
Troy et al., 2001). Cada
circulo se corresponde
con un haplotipo
diferentes, siendo su
tamano proporcional

a la frecuencia de ese
haplotipo. En Oriente
Medio se observan todos
los linajes, por lo que se
le supone como origen de
la domesticacion.
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roja en varias razas castanas, que suele ser
reflejo de introgresién de ganado frisén. El
alelo E2 fue el mas frecuente en las razas
espanolas, excepto la Parda Alpina, la Saya-
guesa y Negra Serrana, en la que el alelo
mas frecuente fue el E*, al igual que en las
italianas. En las razas francesas castanas
en cambio, este alelo E? practicamente
no existe (Royo et al., 2005). Ademas, hay
que destacar el alto porcentaje del alelo
E? en las razas Tudanca y Asturiana de la
Montana. Como conclusién podemos decir
que ha podido haber una introgresion en
las razas locales a partir del ganado frisén,
que explicaria la presencia del alelo €, que-
dando libre de ello las razas Parda Alpina y
Tudanca. El alelo E? parece el alelo propio
de las razas castanas espanolas e italianas,
lo que indicaria que las razas Asturiana de
la Montana y sobre todo la Tudanca, son
las que menor porcentaje de introgresion
han sufrido.

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

Lineas maternas del ganado
bovino

Ademas del estudio de los genes responsa-
bles del color de la capa, se puede estudiar
el polimorfismo de otros marcadores gené-
ticos para inferir las relaciones filogenéticas
entre poblaciones de animales. Uno de los
mas utilizados es la secuenciacion del ADN
mitocondrial, que permite el estudio de las
relaciones genéticas entre poblaciones por
la via materna. El primer estudio importante
de la filogeografia de los bovinos incluia
muestras de ADN de 392 bovinos actua-
les de Europa, Africa y Oriente Préximo,
y cinco muestras mas de ADN de restos
antiguos de uros de Inglaterra (Troy et al.,
2001). Se encontraron tres linajes maternos
principales: T1 (@amarillo), T2 (verde) y T3
(rojo), y un linaje central T (azub del que
divergen. La forma de estrella de los haplo-
tipos de estos linajes maternos indica que

(5}
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son ancestrales y es consistente con una
expansion de poblaciones. Ademas, tienen
una estructura geogréfica, en la zona del
origen de la domesticacion, Oriente Medio,
y en Anatolia estaban presentes todos los
linajes, aumentando la frecuencia del linaje
T3 segln se avanza hacia Europa, y del linaje
T1 hacia Africa, donde es casi exclusivo
(Figura 1). Como conclusién principal de
este trabajo se puede decir que el origen
de domesticacién de los bévidos se loca-
lizaria en Oriente Medio desde donde se
expandieron linajes diferentes hacia Europa
(T3) y Africa (T1).

Sin embargo, este trabajo tenia varios pro-
blemas. En primer lugar, no se utilizaron
muestras de la peninsula ibérica, que, por
su localizacion geogréfica, es un lugar de
contacto de las poblaciones de Europa y
Africa, de estudio imprescindible para testar
la expansion de los diferentes linajes. Ade-
mas, hay que tener en cuenta que, durante
la expansion neolitica, el mar mediterraneo
tuvo una gran importancia y por lo tanto
es necesario estudiar también la influencia
del ganado del norte de Africa en el sur
de Europa.

Otro aspecto importante es que el uro sal-
vaje y el ganado doméstico han convivido
durante mucho tiempo, ya que se extinguio
hace apenas 400 anos, con lo que parece
escaso el estudio solo de muestras de uros
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de las islas britanicas. Todo ello, implica
que es necesario evaluar la hipotesis de
un solo origen de la domesticaciéon de
los bovidos surgida de este estudio. Para
ello, en el siguiente trabajo, se estudiaron
muestras de ganado doméstico de toda
Europa, desde las islas britanicas hasta las
peninsulas ibérica, itdlica, balcanica, y todo
el Mediterraneo incluyendo la peninsula de
anatolia y la costa oriental y norteafricana
del mediterraneo (Beja-Pereira et al., 2006).
En la Figura 2 se puede ver la distribucion
de linajes maternos representados en un
mapa. Cada circulo es una poblacién o raza
diferente, en cuyo interior hay mayor por-
centaje de uno u otro color, dependiendo
del porcentaje de animales portadores de
cada uno de los cuatro linajes: T1-negro,
T2-amarillo, T3-blanco y T-gris. Como se
puede apreciar, la mayoria de haplotipos en
el norte de Europa son T3 (blanco), mientras
que en Africa la inmensa mayoria son T1
(negro), confirmando lo que se sabia hasta el
momento. Como se puede ver en la Figura
2, en la peninsula ibérica se encontraron
todos los linajes descritos, dando idea de la
gran variabilidad genética existente en nues-
tras razas domésticas. En concreto en las
razas cantabricas se encontraron de forma
mayoritaria los linajes T1 y T3. Este trabajo
demostré por un lado el papel importante
del Mediterraneo en las relaciones entre
las razas, encontrandose presente el linaje
tipico africano, en una frecuencia del 5%y
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Figura 2.- Distribucion
de linajes de ADN
mitocondrial por todo el
Mediterraneo, y norte de
Europa (Figura 2 de Beja-
Pereira et al., 2006).
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Figura 3.- Representacion
de los linajes maternos
identificados en ganado
doméstico bovino (Figura
3 de Lira, 2010).

hasta del 30 9% en razas del sur de Europa;
y por otro que la hip6tesis de un solo origen
de domesticacion de los bovidos europeos
quizas sea demasiado simplista.

Trabajos sucesivos y tras el andlisis de mas
y mas muestras, se fueron identificando
nuevos linajes en el ADN mitocondrial de
los bovidos europeos. Lira, (2010) en una
revision de los estudios mas relevantes que
se han llevado a cabo sobre el origen de la
domesticacién del ganado vacuno a partir
de los analisis genéticos, represento en
un mapa todos los linajes maternos identi-
ficados hasta el momento, desde los mas
frecuentes (T 1-amarillo, T3-rojo) hasta los
mas minoritarios (Q-marrén, AA-negro, por
ejemplo) (Figura 3). Como podemos ver, en
la peninsula ibérica encontramos practica-
mente todos los linajes (todos los colores),
habiendo una diversidad solo comparable
con Oriente Medio (lugar propuesto como
origen de la domesticaciéon de los bévi-
dos), senalando la peninsula ibérica como
una zona estratégica entre Europa y Africa,
donde se encuentra una gran diversidad
genética del ADN mitocondrial. Incluso se

podria pensar que es algo mas que una
zona de contacto, ya que contiene linajes
maternos que podran ser propios, ya que
no se han encontrado hasta el momento
en otras zonas estudiadas. Sin embargo, no
existe una estructura geogréfica, y en todas
las razas estudiadas encontramos varios
linajes maternos distintos, y todas las razas
comparten algun linaje, con lo que las claras
diferencias morfolégicas que se ven entre
las diferentes razas no pueden ser atribuidas
a diferencias en las lineas maternas.

Este hecho, es el mismo que se observa en
los caballos de la peninsula ibérica, donde
las diferencias evidentes entre las razas
de caballos del sur y las del norte (ponis
de tipo céltico), no se reflejan en el ADN
mitocondrial, explicdndose esta diferencia-
cion con un fenémeno de introgresion via
macho (Royo et al., 2005). Es decir, sobre
una poblacion de hembras que serian muy
parecidas entre si, se utilizaron machos
diferentes segun la localizacidn geogréfica.
Cruce tras cruce, estos machos foraneos,
impondrian sus genes, y por tanto su mor-
fologia en estas poblaciones de caballos del
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norte y sur de la peninsula. Sin embargo,
esta hipétesis no ha podido ser demostrada,
al conocerse muy pocos polimorfismos en
las lineas paternas (cromosoma Y) de los
équidos (Lindgren et al., 2004). En el caso
de los bévidos, el estudio de los polimorfis-
mos en el cromosoma Y si ha sido objeto
de mayor estudio, existiendo publicacio-
nes cientificas que pueden ayudarnos a
entender la filogeografia de las poblaciones
domésticas del vacuno.

Lineas paternas del ganado bovino

En el primer estudio sobre el cromosoma Yy
bovino (Gotherstrom et al., 2005) se utilizaron
muestras de machos de razas europeas, pero
también algunas muestras de uros salvajes,
y se identificaron dos linajes paternos, que
se llamaron Y1 e Y2. Ademas, estos linajes
paternos, tenian una fuerte estructura geo-
gréfica: el linaje Y1 estaba presente en los
animales domésticos del norte de Europa 'y
era mas parecido al de los uros, y en cambio,
el linaje Y2 estaba en mayor frecuencia en el
sur de Europa y era mas parecido al encon-
trado en el supuesto origen de domestica-
cion. Los autores explicaban esta estructura
geografica de los linajes paternos, como el
resultado de un bajo nimero de machos
domesticados (Y2), y una sustitucion de este
linaje paterno por introgresion de uros salva-
jes (Y1) que habria tenido lugar sobre todo
en la zona del norte de Europa.

(5}
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Pero estos trabajos iniciales, aunque de
mucho interés, muchas veces no cuentan
con un muestreo suficientemente amplio,
como Yya se ha visto que ocurria en los estu-
dios de ADN mitocondrial, con lo que es
necesario testar las hipétesis que propo-
ne, anadiendo muchas mas muestras de
muchas mas localizaciones y razas diferen-
tes. En el SERIDA estamos interesados en el
estudio de las razas autéctonas asturianas
y las relaciones con las razas de su entor-
no, por ello durante unos anos estudiamos
la filogeografia de las lineas paternas de
los bovinos de la peninsula ibérica. Estos
trabajos permitieron ratificar la estructura
geogréfica de las lineas paternas de los
bovinos en Europa con la existencia de dos
linajes, Y1 predominante en el norte e Y2
con mayor presencia en el sur de Europa,
coexistiendo las dos familias en las diferen-
tes razas de la peninsula ibérica. Ademas,
fruto de estos trabajos se identificaron una
serie de haplotipos exclusivos del continente
africano (Pérez-Pardal et al., 2010).

En las razas cantabricas sorprendia el alto
porcentaje de linajes Y1, que no podia
ser explicado simplemente por el hecho
de introgresion de razas europeas, como
pudiera ser la de la frisona buscando el
aumento de la produccion de leche en
algunas razas (Asturiana de los Valles, ver
Figura 4). La distribucion global de los dos
linajes descritos Y1 e Y2 en Europa puede
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Figura 4.- Lote de
terneros culones
asturianos embarcados
para Chile a mediados
del siglo XX (CENSYRA-
Somid). Se pueden ver las
diferencias de capa en
los animales, presentando
alguno de ellos capas
berrendas tipicas del
frison. La presencia del
caracter culén tipico de la
Asturiana de los Valles, ya
se evidencia en

todos ellos.
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Figura 5.- Representacion

de los linajes paternos

identificados en el ganado

doméstico bovino (Figura
1a de (Edwards et al,,
2011). Sorprende el alto
porcentaje de linajes Y1
(verde) en la zona de la
cornisa cantabrica.

>

Figura 6.- Distribucion
y localizacion en la
peninsula ibérica de los
linajes del cromosoma
Y descritos hasta el
momento. En verde
haplotipos Y1, en rojo
haplotipos Y2 y en azul
haplotipos Y 1.2. Cada
poblacion es un circulo
con diferentes colores
que son proporcionales
a la frecuencia de linajes
identificados en cada
una de ellas.

(a) ‘ @x

®CHN

i@ von

verse en la Figura 5 (Figura 1a de Edwards
etal, 2011), donde se representa en verde al
linaje Y1y en rojo al Y2. Se puede observar
como en las razas estudiadas de la cornisa
cantabrica (Asturiana de los Valles, Asturiana
de la Montana, Tudanca y Monchina) hay una
presencia alta de linajes Y1 (verde). Buscar
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un porqué y discernir las caracteristicas del
cromosoma Y de las razas cantabricas fue
nuestro siguiente objetivo.

Para responder a esta cuestion es necesario
bien mejorar el muestreo, o bien aumentar el
ndimero de marcadores. En nuestro caso se
hizo un esfuerzo para hacer las dos cosas.
Por un lado, se llevd a cabo un muestreo
exhaustivo de machos de razas autéctonas
espanolas, sobre todo en aquellas razas que
estaban menos representadas, y por otro,
se buscaron e identificaron nuevos polimor-
fismos en las secuencias del cromosoma
Y bovino. Se analizaron 1507 machos de
razas o poblaciones de Espana, Europa y
Africa con los marcadores descritos hasta el
momento mas algun otro SNP nunca antes
utilizado. Este andlisis permitié identificar una
nueva familia de linajes diferente a los dos
descritos anteriormente, y que, ademas, solo
esta presente en la peninsula ibérica (Pelayo
et al,, 2017). A este lingje se le llamé6 Y1.2,
esta presente en las razas cantabricas, pero

(5}
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también en otras razas autdctonas espanolas,
es decir, esta presente en Espana de norte a
sur (Figura 6). Si nos fijamos en la figura, todos
los machos de la raza Tudanca pertenecen
a este linaje, aungque aun quedan linajes Y1
(verde) en las razas de la cordillera cantabrica,
fundamentalmente en las razas asturianas.
Ademas, alguno de estos haplotipos paternos
esta presente solo en razas cantabricas y val-
dria la pena poder analizar mejor, buscando
nuevos polimorfismos en la secuencia del
cromosoma Y de estos animales, que quiza
permitieran identificar nuevas familias de
linajes ibéricos o incluso cantabricos.

Conclusiones

Hay evidencias de una gran diversidad gené-
tica en las poblaciones de la peninsula ibérica
tanto en las lineas maternas (ADN mitocon-
driall como paternas (cromosoma V). Esta
diversidad a menudo ha sido justificada por
la especial historia de la zona, lugar de mul-
tiples asentamientos y migraciones humanas
de Centro Europa, Oriente Préximo y Norte
de Africa, pero también con evidencias de
posibles introgresiones de uros salvajes.
Sin embargo, estos resultados que han sido
revisados, senalan a la peninsula ibérica
como algo mas que un punto de contacto
entre dos mundos, y refuerzan la importancia
de las razas de la peninsula ibérica como
reservorio de diversidad genética mundial,
ocupando entre ellas un lugar destacado las
razas cantabricas.
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La magaya de la actividad
sidrera: fuente de compuestos
bioactivos de elevado interes
Acidos triterpénicos
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=
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etanol/agua
80/20

Introduccion

Se denomina magaya al residuo del pren-
sado de la manzana, constituido por pulpa,
pieles, pepitas y pedunculos. La industria
de elaboracién de sidra genera cada ano
en Asturias entre 9.000 y 12.000 toneladas
de magayas, destinadas en su mayor parte
a la alimentacioén del ganado o desecho.
Sin embargo, este material es una fuente
de compuestos de alto valor nutricional y
farmacoldgico, cuya recuperacion y apro-
vechamiento se encuadra dentro de las
tendencias actuales para el fomento de una
produccion de alimentos mas sostenible y
respetuosa con el medio ambiente.
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Algunos estudios realizados en Asturias
han mostrado la versatilidad de las maga-
yas para la elaboracién de aguardientes o
como ingrediente de productos libres de
gluten (Rodriguez Madrera, et al., 2013;
Rodriguez Madrera & Suérez Valles, 2019),
asi como su potencial como materia prima
para la obtencién de polifenoles de bajo
peso molecular, un grupo de compuestos
de alto valor como antioxidantes y antivi-
rales (Dineiro Garcia et al., 2009; Sudrez
etal, 2010).

Otra familia de compuestos presentes en las
magayas son los acidos triterpénicos, entre
los que destacan el acido ursolico y su is6-
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mero, el &cido oleandlico. Ambas moléculas
se encuentran ampliamente distribuidas en
las plantas, formando parte de las ceras
que recubren hojas y frutos, donde ejercen
funciones de barrera frente a la pérdida de
agua o a la entrada de patdgenos. Estos
acidos tienen multitud de acciones farma-
coldgicas: hepato-protectora, antitumoral,
antibacteriana, antiinflamatoria, analgésica,
y otras propiedades beneficiosas asociadas
con la prevencion de la diabetes (Cargnin
& Gnoatto, 2017; Pollier & Goosens, 2012).

Entre los objetivos generales del proyec-
to coordinado RTA2015-000-60-CO4, en
el que participa el SERIDA entre otros 6
organismos de investigacion, se encuentra
la caracterizacion de subproductos de la
industria agroalimentaria y la optimizacion
de técnicas de extracciéon que permitan la
recuperacion de los compuestos bioactivos
de una forma répida y eficiente, como pri-
mera etapa dentro de una estrategia global
de residuo cero.

La extraccion asistida por ultrasonidos de
potencia es una técnica basada en la apli-
cacion de una energia asociada al sonido
de baja frecuencia (16-100kHz). Su efec-
tividad esta asociada con el fenémeno de
cavitacion, que consiste en la formacion
de micro-burbujas, su crecimiento e implo-
sion durante la propagacioén de la onda de
ultrasonidos en el medio de extraccion.
Este fendmeno genera una gran energia,
lo que permite romper eficazmente los teji-
dos celulares, y con ello, la penetracion
del disolvente y la transferencia de masa.
Comparada con otras técnicas convencio-
nales, la utilizacion de ultrasonidos de alta
potencia permite incrementar el rendimiento
de extraccion utilizando disolventes como
agua o mezclas de agua y etanol, claramente
menos daninos para el medio ambiente.

Experimental

1. Caracteristicas y acondicionamiento
de las muestras

Se analizaron 9 magayas procedentes de
la industria sidrera, cuyas caracteristicas
generales se resumen en la Tabla 1. Estas
magayas fueron secadas a 60°C durante
48 horas, molidas y tamizadas a un tamano
de 0,5um.
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Referencias Tipo de prensa

N4
N5 Neumatica
N6
T10

Tradicional
TN
PH12

PH13

Horizontal del Piston

PH 14
PH15

(1): Tratamiento enzimdtico después del prensado.
(2): Maceracion previa (tiempo total de tratamiento, 24 h).

2. Extraccion de acidos triterpénicos

Se utilizé un equipo de ultrasonidos
(UP200Ht 200W, 26kHz de Hielshcher
Ultrasound Power, REM, Asturias, Espana)
provisto de una sonda de 2mm. Las mues-
tras de magaya (1,0 g) se sometieron a
extraccion en tubos de centrifuga con 20mL
de una mezcla de etanol/agua (80/20), a
30°C durante 15 minutos, aplicando una
Amplitud del 100%. Se centrifuga (10min,
10°C, 17.000QG) y el sobrenadante se filtra
(PVDF 0,45um, Teknokroma, Barcelona,
Espana) para su andlisis.

3. Andlisis cromatografico

Los 4acidos triterpénicos fueron separados
por HPLC en una columna C18 (Nucleo-
sil C120, 250 x 4.5mm; 3um, de Marche-
rey-Nagel, Panreac, Barcelona, Espana), a
30°C, en modo isocréatico (0,80 mL/min)
utilizando una mezcla de Metanol/Acido
acético al 2% en agua (90/10), y un detector
de fotodiodos (longitud de onda, 210 nm).
Se identificaron frente a los correspondien-
tes patrones comerciales los acidos ursélico
y oleandlico, analizandose adicionalmente
otros cinco compuestos con caracteristi-
cas idénticas espectrales, denominados
T1-T5. La cuantificacién se realiz6 a partir
de calibraciones externas, utilizando como
estandares los acidos ursolico y oleandlico.
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Tiempo de prensado

(horas)

48
24
1,5
1,5
1,52
1,5

O

Tabla 1.- Referencias de
magayas mezclas de
manzanas asturianas

obtenidas de la actividad
sidrera.
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Figura 1.- Efecto

de la aplicacién de
ultrasonidos de potencia
para la extraccion de
acidos triterpénicos de
magayas. Tratamiento

1: agitacion magnética

a 500 rpm durante 24
horas a temperatura
ambiente; Tratamiento 2:
ultrasonidos de potencia,
15 minutos, 30°C.
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Los componentes T1-T5 se determinaron
como ursdlico.

Resultados

En la Figura 1 se ilustra el rendimiento
de extraccién de los acidos triterpénicos
mayoritarios proporcionado por la técnica
de extraccion asistida por ultrasonidos con
respecto a la maceracion con agitacion
magnética a 500 revoluciones por minuto
durante 24 horas. En ambos tratamientos,
se utilizé una mezcla de etanol en agua
al 809%. Los datos indican incrementos
considerables, de hasta el 300 % en el caso
del 4cido oleandlico.

En la Figura 2 se ilustran los contenidos de
acidos triterpénicos encontrados en maga-
yas procedentes de la industria sidrera. El
rango de concentraciones observados en
estas muestras vario entre 8,78 g/Kg de la
referencia N5 y 21,67 g/Kg de la magaya
PH12, lo que demuestra el potencial de este
subproducto para la obtencién de acidos
triterpénicos. El 4cido ursélico, con un ran-
go de variacion comprendido entre 3,80 y
10,10 g/Kg, fue el componente mayoritario,
seguido por los compuestos T4 (entre 1,78
y 3,51 g/Kg) y T3 (entre 0,54 y 4,57 g/
Kg). El acido T5 no fue encontrado en las
magayas N5 y T11.

Comparando nuestros resultados con los
datos publicados es preciso tener en cuenta
que, a diferencia de la metodologia utiliza-
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da en nuestro caso, en la mayoria de los
estudios consultados los andlisis han sido
realizados en la piel de la manzana, lo cual
implica un cierto grado de pre-concentra-
cion de los acidos triterpénicos. Los valores
encontrados en las magayas de la actividad
sidrera fueron superiores a los descritos por
Andre et al. (2012) en 109 cultivares de
manzana tradicionales. Los contenidos de
acidos triterpénicos dependen de la varie-
dad de manzana, posiblemente asociados
al grosor de la piel, de la exposicion al sol
y de las condiciones ambientales.

Ademas de los factores citados, el proceso
de elaboracion de zumos o sidras influye
también sobre la concentracidon de estos
componentes. Wozniak et al. (2018) optimi-
zaron las condiciones de recuperacion de
acidos triterpénicos mediante extraccion
supercritica con CO, (80°C y 30MPa de
presion) a partir de los restos de prensado
de un productor local de zumos de manzana
en Polonia. En su caso, la concentracion total
de acidos obtenida fue de 9,59 g/Kg, un
valor ligeramente inferior a los observados
en nuestras muestras.

En conclusion, la eficacia y simplicidad de
la técnica de extraccién asistida por ultra-
sonidos de potencia nos permite recuperar
compuestos de alto valor farmacoldgico,
como los acidos triterpénicos, presentes
en magayas en cantidades importantes.
Esta técnica es claramente superior a otras
mas convencionales, como la maceracién
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con un disolvente, y cuyo escalado a nivel
industrial es posible (Virot et al., 2010).

Agradecimientos

Este trabajo ha sido financiado por el Insti-
tuto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA RTA2015-000-
60-C0O4) y cofinanciado por el Fondo Euro-
peo de Desarrollo Regional.

Referencias bibliograficas

ANDRE, C.M., GREENWOOD, J.M., WALKER, E.G.,
Rassam, M., SuLLivan, M., EVers, D., PERRy,
N.B. & Laing, W.A. (2012). Anti-inflam-
matory procyanidins and triterpenes in
109 apple varieties. Journal of Agricul-
tural and Food Chemistry, 60, 10546-
10554.

CaraNIN, S. T. & GNoATTO, S. B. (2017). Ursolic
acid from apple pomace and traditio-
nal plants: A valuable triterpenoid with
functional properties. Food Chemistry,
220, 477-489.

DiNEiRO GARCiA, Y., SUAREZ VALLES, B. & PICINELLI
LoBo, A. (2009). Phenolic and antioxi-
dant composition of by-products from
the cider industry: Apple pomace. Food
Chemistry 117, 731-738.

PoLLIER, J. & Goosens, A. (2012). Oleanolic
acid. Phytochemistry 77, 10-15.

(b

SERIDA

RoDRIGUEZ MADRERA, R., PANDO BEDRINANA,
R., GARCiA HEviA, A. & SUAREZ VALLES, B.
(2013). Production of spirits from dry
apple pomace and selected yeasts.
Food and Bioproducts Processing 91,
623-631.

RoDRiGUEZ MADRERA, R. & SUAREZ VALLES, B.
(2019). Elaboracién de productos sin
gluten enriquecidos con magaya. www.
serida.org

SUAREZ VALLES, B., Avarez, A. L., DINEIRO GARCIA,
Y., DEL BARRIO, G. PicINELLI LOBO, A. & PARRA,
F. (2010). Phenolic profiles, antioxidant
activity and in vitro antiviral properties
of apple pomace. Food Chemistry, 120,
339-342.

VIroT, M., Tomao, V., LE BouRrveLLEC, C., RENARD,
CM.C.G,, & CHemar, F. (2010). Towards
the industrial production of antioxidants
from food processing by-products with
ultrasound-assisted extraction. Ultraso-
nics Sonochemistry 17, 1066-1074.

WoznNiak, L., Szakier, A., Paczkowski, C.,
Marszatek, K., Skapska, S., KowaLska, H.,
JeprzeJczAK, R. (2018). Extraction of Tri-
terpenic Acids and Phytosterols from
Apple Pomace with Supercritical Carbon
Dioxide: Impact of Process Parameters,
Modelling of Kinetics, and Scaling-Up
Study. Molecules, 23(11), 2790. &

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

&«

Figura 2.- Concentraciéon
de éacidos triterpénicos
en magayas de mezclas
asturianas y diferentes
sistemas de prensado.
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El Convenio de las Naciones Unidas sobre
la Diversidad Bioldgica (https://www.cbd.int/
convention/) reconoce que la conservacion
de la biodiversidad es un interés comun,
estd estrechamente ligada al desarrollo,
la salud y el bienestar de las personas y
constituye una de las bases del desarrollo
social y economico. La biodiversidad para
la Alimentacién y la Agricultura incluye los
recursos genéticos forestales, fitogenéticos,
zoogenéticos y microbianos que contribu-
yen a la produccién agricola y alimentaria.
De entre éstos, los recursos microbianos
poseen una variabilidad genética que les
confiere una reserva de adaptabilidad a

_l:l : I Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

las condiciones de produccion, por lo que
constituyen un alto valor estratégico para
la produccion agricola y alimentaria.

En Espana existen diversas colecciones de
microorganismos que preservan la biodiver-
sidad microbiana de determinadas areas
geogréficas o procesos mediante conser-
vacioén “ex situ”. En sintonia con otras activi-
dades europeas y mundiales sobre recursos
genéticos microbianos, en el afno 2015 se
constituye la Red Espanola de Microorga-
nismos (REDESMI). Dicha Red surge a ini-
ciativa de la Coleccién Espanola de Cultivos
Tipo (CECT) y esta avalada por el Instituto
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Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA).
REDESMI tiene como objetivos: mapear las
colecciones de recursos microbianos con-
servados en Espana, conectar a los inves-
tigadores e instituciones que los albergan,
compartir las buenas practicas de gestion,
caracterizacion y conservacion de cepas, y
generar una base de datos de cepas con alto
valor anadido (Rodrigo-Torres y cols. 2019).
En la actualidad la Red esta constituida por
43 colecciones de investigacion y dos colec-
ciones publicas (CECT, Coleccion Espanola
de Cultivos Tipo y BEA, Banco Espanol de
Algas), pertenecientes a 15 Comunidades
Auténomas. Sélo las colecciones de inves-
tigacion conservan mas de 90.000 cepas
de arqueas, bacterias, hongos filamento-
sos, levaduras, microalgas y bacteriéfagos
(Figura 1). La informacion sobre los recursos
microbianos, su procedencia y el grupo que
ha generado cada una de las colecciones
se puede consultar en https://www.micro-
biospain.org/colecciones-geograficamente/.

Coleccion de Cultivos
Autoctonos del SERIDA

Una de las colecciones integrada en REDES-
Ml es la Coleccion de Cultivos Autdctonos
del Servicio Regional de Investigacion y
Desarrollo Agroalimentario (CCAS). Desde
sus origenes, en la década de los 80, ha
tenido como obijetivo general la conserva-
cion de los recursos genéticos microbianos
autdctonos implicados en las principales
transformaciones que se producen durante
la elaboracién de sidra: la fermentacion
alcohdlica y la transformacion malolactica
(Figura 2).

A: Cepa floculante Saccha-
romyces cerevisiae
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B: Cepa Saccharomyces
bayanus
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La CCAS es una coleccién en continua
expansion que alberga en la actualidad
aproximadamente unos 3.000 aislados,
representativos de las zonas geograficas
asturianas con mayor produccion de sidra
natural y de las principales alteraciones
encontradas en sidra. Sucesivos proyec-
tos de investigacion han permitido, por un
lado, conocer las caracteristicas de interés
biotecnoldgico de gran parte de estos recur-
s0s, y por otro, la identificacion taxondmica
de 1.767 aislados de levaduras y 399 de
bacterias lacticas mediante técnicas de
biologia molecular. Los resultados obtenidos
muestran la presencia de 14 especies de
levaduras y nueve especies de bacterias
lacticas (Figura 3).

?

Figura 1.- Localizaci6n de
las colecciones nacionales
de recursos genéticos
microbianos integrantes
de REDESMI. El nimero
de colecciones por
Comunidad auténoma se
muestra en el recuadro.

Figura 2.- Imagenes

de cultivos puros de
levaduras y bacterias
lacticas de la CCAS, en
fresco, obtenidas por
microscopia de contraste
de fases (1000X).

¥

C: Cepa Oenococcus oeni
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Figura 3.- Detalle de las
especies de levaduras

y bacterias lacticas
integrantes de la CCAS.

Pichia guilliermondii
Saccharomycodes ludwigii
Candida glaebosa

Dekkera bruxellensis
Candida vini
Zygossaccharomyces bailii
Candida parapsilosis
Hanseniaspora osmophila
Pichia membranafaciens
Hanseniaspora uvarum
Saccharomyces bayanus
Metschnikowia pulcherrima
Hanseniaspora valbyensis
Saccharomyces cerevisiae

Lactobacillus rhamnosus
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus ethanolidurans
Lactobacillus plantarum/pentosus
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus diolivorans
Pediococcus parvulus
QOenococcus oeni

Lactobacillus collinoides

Levaduras
0 5 10 15 20 25
%
Bacterias lacticas
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Lista de todas las caracteristicas Por nombre de especie

&«

Figura 4.- Vista de la
aplicacion StrainsApp que
muestra varios recursos

microbianos d

e la CCAS

publicados en el catdlogo

LIKE = CCAS +
Q REDESMI.
Show | 10 aentries Search:
Mimero de coleccién - Nombre de |la especie &
CCAS 1 Hanseniaspora uvarum (Niehaus) Shehata, Mrak & Phafi ex M.T. Smith 1984
CCAS 10 Hanseniaspora valbyensis Klocker, A. 1912
CCAS 11 Metschnikowia pulcherrima Pitt & M.W. Miller 1968
CCAS 12 Saccharomycodes ludwigii var. ludwigii (E.C. Hansen) E.C. Hansen, 1952
CCAS 2 Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen 1883
CCAS 3 Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen 1883
CCAS 4 Saccharomyces bayanus Saccardo 1895
CCAS 5 Hanseniaspora valbyensis Klocker, A. 1912
CCAS 6 Saccharomyces bayanus Saccardo 1895 Tabla 1.- Caracteristicas
relevantes de las cepas
CCAS7 Saccharomyces bayanus Saccardo 1895 autéctonas incorporadas a
REDESMI.
Showing 1 to 10 of 12 entries 2 Next v
AT AT Aiio de
el el Especie A 66 depdsito Caracteristicas
REDESMI CCAS aislamiento
CCAS
CCAS 1 283 H. uvarum 1992 Alta produccion ésteres
CCAS 2 3 S. cerevisiae 2002 Alta floculacion
CCAS 3 50 S. cerevisiae 2002 Alta floculacion
CCAS 4 c6 S. bayanus 1992 Alta produccién 2-feniletanol
CCAS 5 43 H. valbyensis 2002 Alta produccion ésteres
Fermentacion mosto . .
CCAS 6 SB2 S. bayanus 2005 Alta produccién 2-feniletanol
manzana
CCAS 7 SB22 S. bayanus 2003 Alta produccién 2-feniletanol
CCAS 8 32 S. cerevisiae 2002 Alta floculacién
CCAS 9 62 H. uvarum 2002 Produccién ésteres
CCAS 10 185 H. valbyensis 2002 Produccién ésteres
CCAS 11 302 M. pulcherrima 2002 Produccion ésteres
CCAS 12 180 S. luawigii Sidra espumosa 2009 Produccion ésteres
o
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El uso de algunos de estos microorganis-
mos autdctonos en diferentes procesos de
elaboracion (sidra con segunda fermenta-
cién en botella, fermentacién de magaya,
sidra de hielo o cerveza) ha permitido una
mejora y estandarizacion de la calidad de
dichos productos (Pando Bedrinana, 2011;
Pando Bedrifana y cols. 2018; Rodriguez
Madrera y cols. 2018).

Valorizacion de los recursos
microbianos

REDESMI potencia la visibilidad publica de
las colecciones microbianas nacionales a
través de la creacion de una aplicacion infor-
matica “StrainsApp” que incluye el catdlogo
mas completo de cepas con potencial bio-
tecnoldgico para el sector agroalimentario.
En la actualidad, el catdlogo esté constituido
por mas de 1.500 cepas de microorganis-
mos pertenecientes a 16 colecciones de
los principales centros de investigacion
espanoles (Rodrigo-Torres y cols. 2020).
La informacién puede ser consultada por
cualquier usuario ya que la aplicacién per-
mite hacer busqueda de cepas por nombre
de especie, caracteristicas o términos i.e.
“cider”, “CCAS” (https://www.microbiospain.
org/servicios-cepas/).

El SERIDA prioriza la inclusion en el catdlogo
de los recursos microbianos de la CCAS
cuya descripcion y caracteristicas han sido
publicadas en revistas cientificas (Figura
4). En total son 12 cepas pertenecientes a
seis especies de levaduras las que han sido
incorporadas al catdlogo REDESMI (Tabla
1). Entre ellas, cabe destacar que las cepas
de las especies H. uvarum, H.valbyensis, S.
bayanus y S.ludwigii son las Unicas repre-
sentantes de estas especies en dicho caté-
logo. Ademas, las tres cepas de la especie
S. cerevisiae incorporadas desde la CCAS
poseen una alta capacidad de floculacién,
caracteristica que puede ser de notable
interés tecnoldgico.

El catdlogo REDESMI permite hacer visi-
bles y publicas las particularidades de los
recursos genéticos microbianos de la CCAS,
habitat del que proceden, especies que
representan y sus caracteristicas. El reto
de la CCAS no sélo consiste en la conser-
vacién, caracterizacién y exploracion de
las posibilidades de utilizaciéon de estos

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

recursos microbianos autdéctonos, sino en
su integracién como una estrategia de tra-
bajo para la investigacion y el desarrollo
biotecnoldgico.
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Aceites de pepita de
manzana y cosmética natural

RoserTo RODRIGUEZ MADRERA. Area de Tecnologia de los Alimentos. rrodriguez@serida.org
BeLen SuArez VaLLes. Jefa del Area de Tecnologia de los Alimentos. mbsuarez@serida.org

La piel actia como barrera frente a los agen-
tes externos y la pérdida de humedad. Una
piel sana se caracteriza por un equilibrio
entre los lipidos epidérmicos y la hidrata-
cién. Sin embargo, la piel estd sometida
a un proceso natural de envejecimiento
ligado a factores internos y externos. Los
primeros no pueden modificarse, ya que
estan originados por el paso del tiempo y la
genética, mientras que los factores externos
son debidos al estrés oxidativo que sufren
nuestras células.

Los cosméticos protegen la piel contra los
agentes nocivos que causan su envejeci-
miento, ayudan a reparar la funcién barrera
evitando la pérdida de agua y suplementan
los lipidos naturales de la piel.

Impulsada por las tendencias actuales -estilo
de vida saludable, sostenible y comprome-
tido con el medio ambiente- la demanda
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de cosméticos naturales ha experimentado
un constante crecimiento. Asi, en el disefo
de productos para el cuidado personal, los
aceites vegetales se han constituido como
ingredientes base para su formulacion, des-
plazando a los aceites minerales derivados
del petrdleo.

En Asturias, en cada campana de elabora-
cioén de sidra natural, se originan mas de
9.000 toneladas de magaya, residuo sélido
generado tras el prensado de la manzana, y
constituido por restos de pedanculos, piel,

pulpa y pepitas.

Diferentes trabajos del Area de Tecnologia
de los Alimentos del SERIDA han mostrado
el potencial de este subproducto, bien para
emplearlo como ingrediente en la elabora-
cion de productos libres de gluten o como
fuente de compuestos bioactivos (Rodriguez
y Sudrez, 2019; Picinelli et al., 2021).

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24
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Composicion

Acidos grasos'

Miristico (C14:0)
Palmitico (C16:0)
Estearico (C18:0)
Araquidico (C20:0)
Behénico (C22:0)
Palmitoleico (C16:1)
Oleico (C18:1)
Gadoleico (C20:1)
Linoleico (C18:2) w-6
Linolénico (C18:3) w-3
Total Saturados

Total Monoinsaturados
Total Poliinsaturados

Total Insaturados
Tocoferoles?

alfa
beta
gamma
delta
Total

Escualeno?

™

Tabla 1.- Composicion
de los aceites vegetales
analizados.

': % ésteres metilicos;
2: mg/kg aceite;

*: promedio de 10
muestras;

nc: no cuantificado.

Facial Argan Almendra Pepita de manzana
A A B A B X* max. min
0,0 01 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
1,3 14,1 14,1 6,6 59 73 7,6 71
0,7 52 5,6 2,0 3,1 1,9 2,2 1,7
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 03 0,2
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,2
0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1

26,3 48,5 473 66,4 72,5 33,4 34,5 32,5
0,0 0,2 0,2 0,2 0,1 0,4 0,4 03
2,5 31,4 32,4 24,4 18,1 55,3 57,0 53,0
0,0 0,2 0,2 0,1 0,1 1,2 1,4 1,0
2,0 19,4 19,8 87 9,0 97 10,1 9,2

26,4 48,8 476 66,8 72,7 33,9 35,0 33,0
2,5 31,6 32,6 24,5 18,2 56,5 58,0 55,1

28,9 80,4 80,2 91,3

0,0 17,1 0,0 2,5
0,0 19,2 0,1 0,2
13,0 294,0 1,2 0,5

43,2 22,9 8,4 0,0
56,2 | 3532 19,7 33

nc 2.169  1.609 69

Igualmente, nuestros estudios han puesto
de manifiesto el interés de las pepitas pre-
sentes en magaya de llagares acogidos a
la DOP Sidra de Asturias como fuente de
aceite vegetal (Rodriguez y Sudrez, 2018).
Estos aceites de manzana, con rendimientos
superiores al 209% del peso de la pepita,
estan constituidos mayoritariamente por
acidos grasos insaturados y muestran una
importante actividad antioxidante.

En este trabajo se compara la composicién
lipidica de los aceites obtenidos de pepitas

Tecnologia Agroalimentaria - n.° 24

90,9 90,4 91,0 90,0

0,0 439,2 4917 393,2
0,0 794,5 903,0 701,5
0,0 26,4 33,4 19,9
0,0 19,9 44,8 8,0
0,0 1.280,0 1.454,4 1.1270
m 246,0 325,0 203,0

de manzana con las de diferentes aceites
comerciales de uso cosmético.

Aceites y composicion

Se analiz¢ el perfil lipidico (acidos grasos, toco-
feroles y escualeno) de diez aceites de pepitas
de manzana y de cinco aceites comerciales:
dos de argan, dos de almendras dulces y un
aceite cosmeético de uso facial. Los aceites
de almendra estan indicados para el cuidado
corporal, mientras que los de argan pueden
ser aplicados sobre rostro y cuerpo.
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Los acidos grasos fueron analizados por
Cromatografia de gases (GC/MS), después
de su conversion en ésteres metilicos,
siguiendo los métodos oficiales para acei-
tes y grasas. El escualeno se analizé por
GC/MS previa saponificacion con KOH
metandlico y extraccion con hexano. Los
tocoferoles se determinaron por Croma-
tografia de liquidos con detector de fluo-
rescencia (HPLC/FLD).

En la Tabla 1 se recoge la composicion de
los aceites vegetales y los valores promedio,
maximo y minimo de los aceites de pepita
de manzana.

Los acidos grasos son los constituyentes
mayoritarios de los aceites vegetales. Si en
su estructura aparecen dobles enlaces se
clasifican como insaturados, por el contra-
rio, si no los hay se denominan saturados.
En general la mayor o menor presencia
de estas familias en los aceites influye en
sus caracteristicas fisico-quimicas y en su
susceptibilidad a la oxidacién.

En los aceites de argan y almendras dulces
los 4cidos grasos insaturados constituyen
mas del 80 % del total de acidos, represen-
tando los monoinsaturados la fraccién domi-
nante. El &cido oleico fue el mayoritario en
todos los aceites comerciales, seguido por
los acidos linoleico, palmitico y estedrico.

Los aceites de pepita de manzana muestran
perfiles de acidos grasos diferentes a los
anteriores, pero muy similares entre si. Los
acidos grasos insaturados representan mas
del 90 %, destacando como mayoritario
el acido linoleico (poliinsaturado), seguido
por el oleico y, en menor proporcién, el
palmitico y el estearico.

Los acidos grasos esenciales son acidos
poliinsaturados pertenecientes a la serie
omega-6 (w-6) y omega-3 (w-3) que no se
sintetizan por el organismo humano por lo
que deben provenir del exterior. Los acidos
grasos esenciales constituyen el grupo mas
relevante en el caso del aceite derivado de
manzana 55 %), destacando el contenido
de acido linoleico (w-6), mayoritario en los
aceites de manzana, y el acido linolénico
(w-3). Ambos acidos resultan esenciales
para la sintesis de la membrana celular, la
regeneracion de los tejidos, y ademas, son
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agentes hidratantes naturales que combaten
la sequedad de la piel.

Por otro lado, cabe senalar que en el aceite
facial los acidos grasos representan tan solo
el 31 9% de la fraccién lipidica, mientras
que el resto esta formado por compuestos
derivados de hidrocarburos de elevada
masa molecular.

La vitamina E y el escualeno son componen-
tes minoritarios de los aceites con especial
interés en el desarrollo de los productos
para el cuidado cutdneo.

Con el término vitamina E se designa un
grupo de 8 especies que se clasifican en dos
series homologas: tocoferoles y tocotrieno-
les. Cada una de las series estd compuesta
por 4 isémeros: a (alfa), B (beta), y (gamma)
y & (delta). Estos compuestos son liposolu-
bles y esenciales, es decir, son solubles en
aceites y no pueden ser sintetizados por el
organismo. Su fuente natural son los aceites
vegetales. En este trabajo se determinaron
la serie de los tocoferoles por ser los mayo-
ritarios en los aceites estudiados.

Todos los aceites derivados de manzana
presentaron el mayor contenido en tocoles,
con valores entre 1.127 mg/kgy 1.454 mg/
kg, siendo B-tocoferol el mas importante
(62 %), seguido por a-tocoferol (34 %),
y-tocoferol (2 %) y &-tocoferol (1,5 %). La
vitamina E fue detectada Unicamente en
tres de los aceites cosméticos y su con-
tenido resultd6 muy variable. Uno de los
aceites de argan destacé por su contenido
en y-tocoferol que representé el 84 % de
su riqueza en tocoles.

Sin embargo, hay que senalar que la acti-
vidad biolégica de los tocoferoles es dife-
rente para cada isémero, de acuerdo con
el orden a > B >y > 6. Asi, la forma mas
activa se encuentra en la forma «a, la acti-
vidad del isémero B se reduce al 50%, la
delyal 10% y la del 6 Gtnicamente resulta
ser el 3 9%. Por otra parte, la presencia de
tocoferoles protege a los aceites frente a
su propia oxidacion y ranciedad. Por ello,
tan importante es la cantidad de tocoferoles
totales como la distribucion de los isémeros.
Los aceites de manzana destacan tanto,
por la cantidad de tocoferoles, como por
la calidad de sus isbmeros.
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La vitamina E se encuentra mayoritariamente
en la epidermis de la piel, donde ejerce un
papel protector del dano oxidativo. Desde
un punto de vista cosmético, el interés de
esta vitamina se encuentra en su poder
como antioxidante, su capacidad de inhi-
bicién de la peroxidacion lipidica y como
captador de radicales libres (antienvejeci-
miento).

El escualeno estd presente de forma natural
en la piel, es un isoprenoide natural con
propiedades antioxidantes, intermedio de
la biosintesis de esteroles, precursor del
colesterol y la vitamina D.

Entre los aceites analizados destacan los
de argan con concentraciones superiores
hasta en un orden de magnitud a los de
semillas de manzana, que se situaron en
segundo lugar.

Los aceites ricos en escualeno tienen pro-
piedades emolientes y antioxidantes. Con el
envejecimiento la piel pierde la capacidad
de su produccién, y su aporte cosmético
ayuda a proteger la barrera cutanea y evitar
la deshidratacion.

Conclusiones

Los compuestos esenciales de los aceites
de pepita de manzana de sidra les aportan
excelentes propiedades para su uso como
ingrediente natural en cosmética, siendo
fuente de:

« Acidos: linoleico (>50 %), oleico
(>309) y linolénico (>1 %)

+  Vitamina E (>1g/kg): 64 % B-tocoferol
y 34 % a-tocoferol

+  Escualeno (>200 mg/kg)
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ACTIVIDADES DE TRANSFERENCIA

Presentacion del libro

El avellano en Asturias:
diversidad genéetica local y guia

para su cultivo y recuperacion

Juan Jost Ferreira. Area de Cultivos Hortofruticolas y Forestales. Programa de Genética Vegetal. jferreira@serida.org
Ana Campa NeGriLLO. Area de Cultivos Hortofruticolas y Forestales. Programa de Genética Vegetal. acampa@serida.org

El Servicio Regional de Investigacién y Desa-
rrollo Agroalimentario (SERIDA) presento el
pasado 2 de octubre, en el marco del 49
Festival de la Avellana, el libro El avellano
en Asturias: diversidad genética local y guia
para su cultivo y recuperacion, editado por la
entidad, y cuyos autores son los Dres. Juan
José Ferreira y Ana Campa del Programa
de Genética Vegetal del SERIDA, y la Dra.
Mercé Rovira, investigadora del Institut de
Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA),
Centre Mas Bové, Generalitat de Catalufia.

El objetivo de este trabajo ha sido reunir y
describir los resultados obtenidos en los
Gltimos anos, en la conservacion y carac-
terizacion de la diversidad genética local
del avellano.
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Esta publicacién proporciona datos sobre
las caracteristicas, diferencias y comporta-
miento de variedades locales de avellano,
tanto para la preservacion de la diversidad
genética local de esta especie, como para
el diseno de futuras plantaciones. Con esta
publicacién se pretende poner en valor este
cultivo tradicional y contribuir a su recupe-
raciéon y modernizacion.

El acto se celebré en Infiesto, Pilona, y ade-
mas del equipo investigador, cont6 con la
asistencia de Begona Lépez Fernandez,
directora general de Desarrollo Rural y
Agroalimentacion, Mamen Olivan, directora
gerente del SERIDA, e Ivan Allende, alcalde
del Ayuntamiento de Piloha.
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Por la izquierda:

Ivan Allende, alcalde

de Pilona, Begona
Lépez, directora general
de Desarrolllo Rural

y Agroalimentacion y
Mamen Olivan, directora
gerente del SERIDA.
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Dia Internacional de la Mujer
y la Nifia en la Ciencia

1y
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El SERIDA celebro el Dia
Internacional de la Mujer y la
Nina en la Ciencia

Maria DEL PiLar Oro Garcia. Area de Transferencia y Formacion. pilaroro@serida.org

El SERIDA se ha sumado este ano a la cele-
bracion del Dia Internacional de la Mujer y
la Nina en la Ciencia, que tuvo lugar el 11
de febrero, con la realizacién de una serie
de ocho videos cuyas protagonistas son
investigadoras del centro que explican su
actividad en diferentes areas de trabajo,
a la vez que reivindican su papel como
cientificas. Estos videos se emitieron a lo
largo de la primera y segunda semana de
febrero en el canal de YouTube del SERIDA
y estan disponibles en el enlace:
http://ow.ly/wOOU30rwjTP

Por otra parte, investigadoras del centro
han participado en charlas y actividades
organizadas por centros educativos de la
region, presentando su trabajo como cien-
tificas, con el objetivo de destacar el papel
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de la mujer en la actividad investigadora y
despertar nuevas vocaciones.

El 11 de febrero es una fecha establecida
por la Asamblea General de las Naciones
Unidas en el ano 2015, con el fin de lograr
el acceso y la participacién plena y equita-
tiva en la ciencia de las mujeres y las ninas,
y ademas lograr la igualdad de género.

Numerosas instituciones cientificas han
puesto en marcha diferentes iniciativas
para conmemorar esta fecha y reivindicar
el papel de la mujer y la nina en la ciencia,
y asi romper la brecha de género en los
sectores de la ciencia, la tecnologia, inge-
nieria y las matematicas (STEM), presente
todavia en muchos paises. &
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XXVII Xornaes de les
Fabes en Villaviciosa
Jornada Técnica

M? DEL Pitar Oro Garcia. Area de Transferencia y Formacion. pilaroro@serida.org
GuiLLERMO Garcia GONZALEZ DE LENA. Area de Experimentacion y Demostracion Agroforestal. ggarcia@serida.org

La Casa de los Hevia acogi6 la presentacion
de las XXVII Xornaes de les Fabes en
Villaviciosa, que se celebraron los dias 22 y
23 de mayo. El acto conté con la intervencién
del alcalde de Villaviciosa, Alejandro Vega; la
directora gerente del SERIDA, Mamen Olivan;
el presidente de la IGP Faba Asturiana,
Sergio Sudrez y David Fernandez, director
del concurso “La Mejor Fabada del Mundo”.

En el marco de estas jornadas, y con el
objetivo de trasladar al sector los resulta-
dos de las investigaciones desarrolladas
para la mejora de este cultivo, el viernes
21 de mayo, se celebrd una jornada téc-
nica sobre el cultivo de la Faba Asturiana,
a cargo del SERIDA, que tuvo lugar en
la Casa de los Hevia, a partir de las 10
horas. En la inauguracion intervinieron el
alcalde de Villaviciosa, Alejandro Vega;
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la directora gerente del SERIDA, Mamen
Olivan; y el presidente de la IGP Faba
Asturiana, Sergio Suarez.

En este encuentro se presentaron tres
ponencias, la primera: Efecto de la hume-
dad de la semilla en la calidad de la Faba
Asturiana, impartida por Ana Campa, inves-
tigadora del Programa de Genética Vegetal
del SERIDA, que expuso las investigaciones
llevadas a cabo dentro de diferentes proyec-
tos, con la finalidad de ofrecer soluciones
a una de las preocupaciones del sector, la
rotura de la piel y semilla de la faba.

Rocio Rosa Garcia investigadora del Area
de Nutricién, Pastos y Forrajes, en colabo-
racién con Aitor Somoano, investigador del
Programa de Fruticultura imparti6 la charla
Efecto de Nezara viridula en el cultivo de las
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Por la izquierda:

Mamen Olivéan, Alejandro
Vega, y Sergio Suérez en
la inauguracion

de la jornada.
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>

La Dra. Ana Campa
durante la ponencia.

>

La Dra. Rocio Rosa
durante su intervencion.

>

Stand del SERIDA en el
“Mercado de Primavera”.

e
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fabas. El chinche verde, explicando el trabajo
desarrollado para cuantificar y relacionar
los danos producidos en vainas y semillas
de faba por la presencia de este insecto.
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La jornada finalizé con la intervencién de
Sergio Suarez, presidente del Consejo Regu-
lador de la IGP Faba Asturiana, que hablo de
la Situacion actual del cultivo de la IGP Faba
Asturiana y retos de futuro, presentando el
balance de la Gltima campana, y retos a
alcanzar, destacando la profesionalizacion
del sector a través de diferentes medidas,
en las que colaborara el SERIDA.

Las ponencias de esta jornada podran
visionarse a través del canal de YouTube
del SERIDA.

Por otra parte, el SERIDA participé durante
el fin de semana en el “Mercado de Prima-
vera” con la instalacion de un stand, donde
se ofreci6 informacién de la entidad y de
los trabajos de investigacion en el sector
agroalimentario. H
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Nuevos proyectos de |+D+i

Area de Genética y Reproduccién Animal

Global Omic Data Integration on Animal, Vegetal and Environment
Sectors (GLOMICAVE)

Entidad financiadora: Unién Europea (Horizon 2020)
Referencia: NMBP-TR-IND-2020 GA No. 952908
Investigador Principal: Dr. Enrique Gomez Pifieiro (SERIDA)
Cantidad concedida: 356.093 €

Duracién: 2020 — 2024

Descripcion: El érea de Genética y Reproduccién Animal del SERIDA
participa en el proyecto GLOMICAVE a través de un consorcio for-
mado por 14 entidades (centros de investigacion, centros tecnolégi-
cos, empresas y universidades) de seis paises europeos. Se trata de
desarrollar una gran plataforma digital capaz de asociar fenotipos (los
caracteres observables de un individuo) con datos obtenidos median-
te tecnologias analiticas de alta resolucién (las llamadas OMICAS:
Metabolémica, Genémica, Transcriptémica, Protedmica). El proyecto
utilizara instrumentos de Big Data e Inteligencia Artificial para llegar a
un procesamiento automatizado de informacién, partiendo tanto de
datos ya publicados, como de datos generados de modo experimental.
Se estima que la plataforma que se desarrollara en el proyecto para
la asociacién de fenotipos y datos analiticos podrd ser manejada por
personal no experimentado.

En el proyecto participan ademas otras tres entidades asturianas, la
Asociacién Espanola de Criadores de Ganado Vacuno Selecto de la
Raza Asturiana de los Valles (ASEAVA), la Asociacion de Industrias
Cérnicas (ASINCAR), y la empresa Tree Technology, experta en Inteli-
gencia Artificial y Big Data.

Tecnologia Agroalimentaria-n.°24 ® -
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El SERIDA colaborard estrechamente con ALLICE (empresa francesa
de Mejora Genética y Biotecnologia de la Reproduccién Animal) y con
el Centre for Omic Sciences de la Universidad Rovira y Virgili de Reus
(Fundacién Eurecat). El SERIDA aportard su experiencia en el desa-
rrollo de biomarcadores predictivos de la capacidad de gestacion. de
embriones y receptoras, aplicada en esta ocasion al ganado Holstein
de aptitud lechera.

El proyecto GLOMICAVE estd liderado por la Fundacién Eurecat, cuenta
con una financiacién de la Unién Europea proxima a 6,3M euros, y se
desarrollara a lo largo de 42 meses.
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Nuevos convenios, contratos,
acuerdos y protocolos

Contratos

Contrato Licencia de Multiplicacion y Explotacion de la variedad
de judia Maruxina

Objeto: Regular las condiciones del contrato entre las tres entidades:
Instituto Nacional de Investigaciéon y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA), Servicio Regional de Investigacién y Desarrollo Agroalimentario
(SERIDA) y Cooperativa de Agricultores del Concejo de Gijon.

Duracion: desde el 4 de mayo de 2020 al 3 de mayo de 2024.

Acuerdos

Acuerdo de colaboracion entre Corporacion Alimentaria Pefiasanta
S.S (Capsa Food) y el SERIDA

Objeto: Establecer un marco de colaboracién para promover el desa-
rrollo de emprendedores, negocios o empresas de base tecnoldgica
ya existentes o de nueva creacion.

Duracidn: desde el 10 de marzo de 2021 hasta el 31 de diciembre
de 2021.

Acuerdo de cotitularidad de patente entre el Instituto Vasco de
Investigacion y Desarrollo Agrario, S.A. y el SERIDA

Objeto: Regular la cotitularidad de los derechos de propiedad intelectual
e industrial a que puedan dar lugar los resultados o contratos firmados
al amparo del Acuerdo.

Duracién: desde el 13 de marzo de 2020 y mientras se encuentren en

vigor los derechos de propiedad intelectual e industrial a que puedan
dar lugar los resultados o contratos firmados al amparo del Acuerdo.
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Protocolos

Protocolo de prestacion de servicios analiticos y consultoria cientifi-
co-técnica con la empresa Biesca Agroforestal y Medioambiente S.L.

Objeto: Establecer las reglas de la prestacion de los servicios que
el SERIDA realizarad para Biesca Agroforestal y Medioambiente, en
relacion con el proyecto Investigacion de la capacidad del BIOCHAR,
procedente de la valorizacion de biomasa agroalimentaria y forestal,
como material funcional para la generacion de fertilizantes orgdnicos de
ultima generacion (FERTICHAR, N° de Referencia IDE/2020/000397),
financiado por el Gobierno del Principado de Asturias a través del
Instituto de Desarrollo Econémico del Principado de Asturias (IDEPA)
en la Convocatoria 2020.

Duracién: desde el 17 de marzo de 2021 hasta el 30 del 11 de 2022.

Protocolo de prestacion de servicios analiticos y consultoria cienti-
fico-técnica con la empresa Bizkares Biosolutions S.L.

Objeto: Establecer el marco de colaboracién para desarrollo del
proyecto Compuesto certificado para la maduracion de purines y la
reduccion de emisiones (Ref. SNEO-20201128), financiado por Centro
para el Desarrollo Tecnoldgico Industrial (CDTI) en la convocatoria 2020
de ayudas destinadas a nuevos proyectos empresariales de empresas
innovadoras (Programa NEOTEC).

Duracién: desde el 17 de marzo de 2021 hasta la finalizacion del
proyecto.

Protocolo de prestacion de servicios analiticos y consultoria cien-
tifico-técnica con la empresa Delagro

Objeto: Establecer el marco de colaboracién para desarrollo del
proyecto Evaluacion en campo de la utilizacion de microorganismos

(bioestimulantes) en calizas y fertilizantes.

Duracién: Desde el 1 de enero de 2021 hasta el 30 de junio de 2022.

(5}
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Protocolo de colaboracion entre el SERIDA y la Direcciéon General
de Medio Natural y Planificacion Rural del Principado de Asturias

Objeto: Acordar la colaboracién cientifico-técnica entre la Direccién
General de Medio Natural y Planificacion Rural del Principado de
Asturias y el SERIDA para la investigacion conjunta en el &mbito de
la Sanidad Animal y la Conservacion de los Recursos Naturales en el
Principado de Asturias.

Duracién: desde el 20 de agosto de 2020.

Protocolo de prestacion de servicios analiticos y de consultoria
cientifico-técnica del SERIDA a Syngenta Espafia S.A.

Objeto: Establecer las reglas de prestacién de servicios en el marco
del proyecto de Evaluacion y caracterizacion de variedades comer-
ciales de maiz hibrido para ensilar de la empresa Syngenta en las
condiciones edafoclimdticas de la zona costera centro oriental del
Principado de Asturias.

Duracioén: desde el 1 de junio de 2020 hasta el 15 de diciembre de 2020.
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SERIDA

Protocolo de prestacion de servicios analiticos y de consultoria
cientifico-técnica del SERIDA a KWS Semiillas Ibérica S.L.U

Objeto: Establecer las reglas de prestacion de servicios en el marco
del proyecto de Maiz hibrido para ensilar de la empresa KWS en las
condiciones edafoclimdticas de la zona costera oriental del Principado
de Asturias.

Duracién: desde el 15 de mayo de 2020 hasta el 15 de diciembre
de 2020.

Protocolo de prestacion de consultoria cientifico-técnica del SERIDA
a Associaci6 de Pagesos | Ramaders del Principat D’Andorra.

Objeto: Regular las condiciones de la prestacion de servicios que el
SERIDA realizard para la Associacié de Pagesos | Ramaders del Principat
D’Andorra (APRA), en relacién con el proyecto Pla de Recerca sobre la
viabilitat del cultiu de nabius al Principat d’Andorra.

Duracion: desde el 12 de mayo de 2020 hasta el 31 de diciembre
de 2020.

Protocolo de prestacion de servicios analiticos y de consultoria
cientifico-técnica del SERIDA a la Asociacion de Criadores de Gana-
do Equino de Montafa Asturiana (ACGEMA) en el marco de los
proyectos de innovacion de grupos operativos.

Objeto: Establecer reglas en la prestacién de los servicios que el
SERIDA realizard para ACGEMA en relacién con el proyecto Mejora del
Sistema de Reproduccion en Ganado Equino de Carne. Convocatoria

2019 - 2020.

Duracién: desde enero de 2020 hasta noviembre de 2021.
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Tesis y seminarios

Tesis Doctorales
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Cellular Basis and Optimization of
Cryopreservation Survival of Bull
Sperm

Bases celulares y optimizacion de la
supervivencia de la criopreservacion
de semen de toro

Autor: Amer Salman
Aio: 2020

Directores: Dres. José Néstor Caamano
Gualdoni (SERIDA) y Felipe Martinez-
Pastor, Universidad de Le6n

Lugar de presentacion: Universidad de
Leon

La inseminacidn artificial con semen
congelado es una herramienta indis-
pensable en el manejo del gana-
do en todo el mundo. Aunque los
protocolos para la criopreservacion
de semen de toros estan bien esta-
blecidos, se requieren mas inves-
tigaciones y mejoras para resolver
varios problemas que causan una
disminucion en la calidad del semen
y en su fertilidad después de la des-
congelacion.

El objetivo principal de esta tesis es
mejorar los protocolos de criocon-
servacion para el semen de toro. Se
han realizado varios experimentos
utilizando toros de Asturiana de los
Valles, una raza de ganado autdcto-
no espanol y también toros de la raza
Holstein. En todos los experimentos
de esta tesis el semen se evalu6
directamente después de la descon-
gelacién y después de cinco horas
de incubacioén por el sistema CASA
(Computer-Assisted Sperm Analisis)
y por citometria de flujo (viabilidad,
integridad del acrosoma, capaci-
tacién, apoptosis, determinaciéon
del potencial de membrana mito-
condrial, produccién de especies
de oxigeno reactivo citoplasmatico
(ROS) y superéxido mitocondrial, e
integridad del ADN).

En el primer experimento se evalud
el impacto de extender el tiempo de
equilibrado de 4 h a 24 h utilizando
los diluyentes BIOXcell y OPTIXcell
sobre la calidad del semen de toro
después de la descongelacion. Ade-
mas, se incluyo la adicion de 2 mM
de glutation (GSH) al diluyente de
congelacion de semen. La extension
del tiempo de equilibrado en ambos
diluyentes redujo la motilidad de
los espermatozoides después de la
descongelacion, aunque mejord su
viabilidad. La adicién de glutation
redujo ligeramente el superdxido
mitocondrial.

En el segundo y tercer experimento
se utilizaron antioxidantes no enzi-
maticos como: curcumina, crocina
y glutation y el crioprotector treha-
losa en el diluyente de congelacion
BIOXcell con el objetivo de mejorar
la calidad del semen después de la
descongelacion. Los resultados mos-
traron una reduccion en la calidad
del semen después de la descon-
gelacion cuando se suplement6 con
trehalosa a 50 mMy, especialmente,
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100 mM. La trehalosa resultd en
un ligero efecto antioxidante, redu-
ciendo ROS. El glutatidon disminuyé
la produccion del anion superdxido
mitocondrial. Sin embargo, GSH no
mejoro la calidad del esperma des-
pués de la descongelacion. A su vez,
la curcumina y la crocina tampoco
mejoraron la calidad del semen.

El objetivo del cuarto experimento
fue probar el efecto de la centrifuga-
cién en coloide de capa unica (SLC)
y de capa doble (DLC), durante la
precongelacién en semen de toro
para mejorar la calidad tras la des-
congelacion. Se utilizo el coloide
comercial BoviPure con este finy el
experimento se realizé con semen
de toros de la raza Holstein-Friesian.

Los resultados confirmaron que
tanto el SLC como el DLC mejora-
ron la motilidad y los pardmetros
fisiolégicos de los espermatozoi-
des después de la descongelacién
comparado con el grupo control.
También redujeron la fragmentacion
del DNA espermatico. Por lo tanto,
podemos concluir que SLC podria
ser adecuado para el uso practico
en centros de inseminacion, siendo
mas barato y mas facil de realizar.
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Biological Control and Pollination
in Cider Apple Orchards: a
Socioecological Approach

Control bioldgico y polinizacion en
plantaciones de manzana de sidra: una
aproximacion socio-ecoldgica

Autor: Rodrigo Martinez Sastre
Ano: 2020

Directores: Dres. Marcos Minarro
Prado (SERIDA) y Daniel Garcia Garcia
(Universidad de Oviedo)

Lugar de presentacion: Universidad de
Oviedo

El papel de la biodiversidad en el
funcionamiento ecosistémico, que
resulta en la provisiéon de servicios
ecosistémicos en los cultivos, ha
captado la atencién de los cientifi-
cos en los ultimos anos. Acorde a
este paradigma teorico que relaciona
biodiversidad y funcionamiento eco-
sistémico (vinculo BFE) encontramos
que existe un efecto positivo de la
biodiversidad animal sobre diferen-
tes servicios ecosistémicos.

Esta tesis doctoral se centré en dos
servicios ecosistémicos que son el
control bioldgico de plagas y la poli-
nizacién, ambos de vital importan-
Cia para los cultivos. El 75 % de los
cultivos necesitan de la polinizacion
animal y todos ellos requieren una
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gestion adecuada de las plagas para
conseguir una produccion rentable y
sostenible de alimentos. Los benefi-
cios de promover ambos grupos ani-
males van mas alla del rendimiento
econdmico, pues a través de ellos
disminuimos también el uso de qui-
micos perjudiciales para la salud,
detenemos la degradacion del medio
ambiente e impedimos la pérdida de
biodiversidad.

El primer trabajo evalu6 en profundi-
dad los principales efectos ambienta-
les (paisaje y caracteristicas a escala
local) que impulsan simultdneamente
la avifauna insectivora y los insectos
polinizadores en veintiséis plantacio-
nes de manzana de sidra. Asimismo,
demostré la relacion positiva entre
esta biodiversidad y el suministro de
los servicios de control bioldgico y
de polinizacion.

El segundo estudio también abord6
los principales efectos medioam-
bientales que impulsan a las pobla-
ciones de carpocapsay a sus parasi-
toides. Sin embargo, en este caso las
interacciones tréficas (“bottom-up”
y “top-down”) dentro del sistema
parasitoides-carpocapsa-manzano
parecen gobernar el parasitismo y
el dano en la producciéon de man-
zana generado por la carpocapsa.
Durante dos anos, en las mismas
veintiséis plantaciones de manzana,
se recogieron carpocapsas hiber-
nantes mediante bandas de papel
corrugado sujetas a los troncos. El
seguimiento en laboratorio de las
carpocapsas proporciono el nimero
y las especies de parasitoides capa-
ces de controlar esta plaga.

Finalmente el tercer estudio intenta
comprender los conocimientos y
percepciones que poseen los agri-
cultores de manzana de sidra sobre
el control bioldgico y los enemigos
naturales, a través de 90 encuestas
“face to face” y diferentes analisis.
En colaboracién con ellos, tratamos
de proporcionar conocimientos para
una gestion exitosa de las plantacio-
nes de manzano de sidra a través
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del control biolégico que, a su vez,
disminuya la distancia existente entre
cientificos y agricultores.

Esta tesis contribuye a la necesi-
dad de comprender las relaciones
existentes entre la estructura del
paisaje, las caracteristicas locales
de las plantaciones de manzano, la
biodiversidad y los servicios ecosis-
témicos al tiempo que se promueven
medidas sostenibles en la agricul-
tura basadas en la biodiversidad.
Sin embargo, para tener éxito en
la implementacién de las medidas
resultantes es fundamental trabajar
con los agricultores para conocer
SuS percepciones y conocimientos
acerca de los servicios ecosistémi-
cos estudiados y su biodiversidad
asociada.

Las plantaciones de manzana de
sidra asturianas demostraron con-
tener una alta diversidad de aves
insectivoras (32 especies), insectos
polinizadores (82) y parasitoides de
carpocapsa (7). Esta riqueza y abun-
dancia de especies se debe en parte
a las caracteristicas de las plantacio-
nes y del paisaje circundante. De
acuerdo con otros estudios, estos
valores de riqueza y abundancia solo
se encuentran en plantaciones no
convencionales de bajos insumos,
las cuales minimizan el uso de pesti-
cidas, fertilizantes quimicos y maqui-
naria agricola.
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Mediante un enfoque integrador,
combinando aproximaciones empi-
ricas y participativas basadas en la
teoria que vincula la biodiversidad
con el funcionamiento ecosistémico
y el marco de los servicios de los
ecosistemas, los resultados de esta
tesis sugieren que las aves insecti-
voras y los insectos polinizadores
pueden promoverse simultanea-
mente si se aumentan los habitats
lenosos semi-naturales alrededor
de las plantaciones y se favorece un
dosel continuo y extenso de manza-
nos dentro de ellas. Ambas medidas
estan relacionadas con el suministro
de diferentes recursos como luga-
res de nidificacién, refugios contra
depredadores y fuentes de alimento
alternativas.

Finalmente, y a modo de resumen
esta tesis ofrece, en primer lugar,
una perspectiva integradora sobre el
suministro de los servicios de control
biolégico de plagas y de polinizaciéon
en cultivos de manzana por diferen-
tes grupos de biodiversidad (aves
insectivoras, parasitoides de car-
pocapsa e insectos polinizadores).
En segundo lugar, prueba que esta
biodiversidad esta condicionada por
el paisaje y factores a escala local, y
por ultimo, demuestra que los estu-
dios participativos son esenciales
para disenar estrategias de gestion
exitosas. Las plantaciones de manza-
na de sidra asturianas pueden ser un
ejemplo de una agricultura basada
en practicas agricolas sostenibles
y en la biodiversidad, demostrando
la existencia de otros modelos de
produccion que pueden satisfacer
la demanda futura de alimentos y
reducir al mismo tiempo los danos
en el medio ambiente y la pérdida
de biodiversidad.
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En la actualidad, una busqueda cons-
tante por la optimizacién y sostenibi-
lidad de los sistemas de produccion
lecheros pone de manifiesto el incre-
mento en la demanda por parte de
los consumidores de la distincion de
las caracteristicas nutricionales rela-
cionadas con la calidad de la leche
y los productos lacteos, aunado a
un uso racional de los recursos, a
una disminucién en el impacto al
medio ambiente y a una produccién
respetuosa con el bienestar animal.
Los sistemas de alimentacién basa-
dos en pastos y forrajes posibilitan
alcanzar dichas propiedades y son
un mecanismo clave para mejorar la
rentabilidad de las ganaderias, ya que
son econdmicamente competitivos
y permiten alterar el perfil nutritivo
de la leche y los productos lacteos.
Ahora bien, es preciso establecer
mecanismos de certificacién de los
productos que permitan relacionarlos
con su sistema de produccién.
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En el presente trabajo se llevaron
a cabo dos experimentos, desarro-
llados en la Unidad de Leche del
Servicio Regional de Investigacion y
Desarrollo Agroalimentario (SERIDA)
de Asturias, con el objetivo principal
de identificar biomarcadores especi-
ficos para autentificar el origen y el
sistema de alimentacién del vacuno
lechero a partir de la leche.

El primero de los estudios tuvo
como objetivo examinar el efecto
del método de suministro del forraje:
pastoreo, corte y acarreo o ensilado,
sobre el rendimiento de la leche y los
perfiles de acidos grasos, antioxidan-
tes y la expresién de microARN de
la leche, con el fin de ser utilizados
como biomarcadores del sistema
de alimentacioén. Para ello se realizd
un ensayo in vivo del 26 de abril
al 26 de junio de 2017, siguiendo
un diseno cross-over con 18 vacas
Holstein en lactacién distribuidas en
tres grupos sobre los que se estudia-
ron tres tratamientos: 1) estabulacion
permanente y ensilado de hierba ad
libitum, 2) estabulacidon permanen-
te y aporte de hierba ad libitum en
corte y acarreo, y 3) pastoreo perma-
nente. Durante el ensayo se tomaron
muestras de los alimentos ofertados,
para determinar su valor nutritivo,
y de la leche producida, para ana-
lisis de composicién quimica, perfil
de acidos grasos, antioxidantes y
expresion de microARN. Se observo
que las vacas en pastoreo tuvieron
mas ingesta de materia seca que
las vacas en estabulacién con corte
y acarreo o ensilado de hierba ad
libitum (18,1 vs. 14,1 y 15,2 kg/dia
respectivamente, p <0,001). El ren-
dimiento en la produccion de leche
fue diferente entre los tratamientos
experimentales, asi como las propor-
ciones de proteina, lactosa, sélidos
Nno grasos y urea, con una mayor
concentracién en la leche de las
vacas en pastoreo que en las esta-
buladas. Dentro del perfil de la mate-
ria grasa de las muestras de leche
de los diferentes tratamientos, se
encontraron diferencias significativas
en la proporcién de algunos acidos
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grasos, como el vaccénico, rumé-
nico, y en la ratio C18:1 trans-11/
C18:1 trans-10 en los animales en
pastoreo, lo cual, denota una die-
ta con un alto consumo de acidos
grasos poliinsaturados provenientes
de la hierba fresca. En el contenido
de antioxidantes liposolubles no se
observaron diferencias significativas
en la concentracién de vitaminas A
y E en la leche de acuerdo con el
sistema de alimentacién. La leche
de las vacas en pastoreo tuvo una
mayor proporcion de luteina que
la de las vacas alimentadas con
ensilado de hierba (p <0,01), con
valores intermedios en el sistema
de corte y acarreo. Sin embargo,
no encontramos diferencias entre
los tratamientos en la concentracion
de carotenos u otros antioxidantes
debido, probablemente, a que toda
la alimentacioén se realizd con pastos
muy similares. La leche de vacas
en pastoreo presenté una mayor
proporcién en ambas fracciones de
bta-mir451 que la leche de vacas en
estabulacién que recibieron forraje
verte de corte y acarreo o ensilado
de hierba (p <0,01).

El segundo experimento tenia como
objetivo evaluar la influencia en la
dieta, con y sin pastoreo, de legumi-
nosas con creciente implantacion en
la cornisa cantabrica sobre la pro-
duccion y composicion de la leche,
especialmente en el perfil de acidos
grasos, antioxidantes y expresion de
microARN. Este ensayo se llevo a
cabo del 6 de marzo al 7 de mayo
de 2018, siguiendo, de igual manera
que en el anterior, un diseno cross-
over con 18 vacas en produccién
distribuidas en seis grupos sobre los
cuales se estudiaron seis tratamien-
tos: 1) estabulacidon permanente y
racién completa mezclada de raigras
italiano, ad libitum 2) estabulacién
permanente y racion completa mez-
clada de habas forrajeras, ad libitum
3) estabulacion permanente y racion
completa mezclada de guisantes
forrajeros, ad libitum 4) pastoreo
continuo y oferta de dos horas tras
cada ordefno de racidon completa
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mezclada de raigras italiano 5) pas-
toreo continuo y oferta de dos horas
tras cada ordeno de racion completa
mezclada de habas forrajeras y 6)
pastoreo continuo y oferta de dos
horas tras cada ordefo de racion
completa mezclada de guisantes
forrajeros. Durante el ensayo se
tomaron muestras de los alimentos
ofertados, para determinar su valor
nutritivo, y de la leche producida,
para analisis de composicion quimi-
ca, perfil de acidos grasos, antioxi-
dantes y expresién de microARN, de
modo similar al ensayo realizado en
el 2017. En los resultados obtenidos
de la materia grasa de las muestras
de los diferentes tratamientos se
observaron fuertes cambios relacio-
nados con el consumo de diferentes
tipos de ensilado en la dieta y al
manejo con y sin pastoreo. Cuando
se sustituye el ensilado de raigras
italiano por ensilado de legumino-
sas, la grasa de la leche tiene una
mayor proporcién de acidos grasos
insaturados, especialmente con la
inclusion de ensilado de haba en la
racion. La préactica del pastoreo en
la alimentacion de las vacas influye
directamente en la composicién de
la leche, mejorando su calidad al
disminuir la proporcién de acidos
grasos saturados e incrementar el
contenido en insaturados, monoin-
saturados, poliinsaturados y acido
linoleico conjugado, proporcionando
de esta manera un perfil de 4cidos
grasos mas saludable. En el conteni-
do de antioxidantes liposolubles en
la leche de acuerdo con la presencia
o no de pastoreo, no se observaron
diferencias significativas en la vita-
mina A, sin embargo, se observaron
diferencias muy marcadas en la vita-
mina E, las xantofilas y -Carotenos. A
nivel de dieta, la leche de las vacas
estabuladas tuvo mas proporcion de
-tocoferol, contrariamente, a la leche
de vacas con pastoreo que mostré
diferencias significativas en cuanto a
luteina y -criptoxantina, con lo que
podemos establecer que la presen-
cia del pastoreo en la alimentacién
de las vacas influye directamente
en el aumento de la proporcion
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de los antioxidantes. En la capaci-
dad para diferenciar la influencia
de la inclusiéon en la dieta, con o
sin pastoreo, de diferentes tipos de
ensilados (raigras, haba forrajera y
guisantes) de los microARN de la
fraccion grasa y de las células de la
leche no se observo ningun efecto
de diferenciacion significativo de la
dieta en ninguno de los microARN
estudiados en la fraccion de la grasa,
sin embargo, en presencia o no de
pastoreo, el bta-mir451 es capaz
de diferenciar entre tratamientos en
estabulacion o pastoreo. De igual
manera, diferencias significativas
se observaron entre dietas y en las
vacas en pastoreo, con una mayor
proporcién del bta-mir451 en los
tratamientos con pastoreo y diferen-
cias significativas del bta-mir103 y
bta-mir155 al comparar la leche de
las vacas en pastoreo con la leche de
las vacas en estabulacion (p <0,01).

Mediante el presente trabajo, se ha
demostrado que la modificacién de
la composicién de la leche esta aso-
ciada al sistema de alimentacion y
que el uso de leguminosas como el
haba forrajera y los guisantes son
alternativas viables al raigras italiano,
que resultan mas sostenibles para el
medio ambiente al reducir el uso de
insumos, por su capacidad fijadora
de nitrégeno, y como fuente proteica
para la alimentacién del ganado, al
mismo tiempo que son capaces de
modificar el perfil de acidos grasos
y antioxidantes liposolubles de la
leche, haciendo de ésta un producto
mas saludable para los consumi-
dores. A su vez, la presencia de la
practica de pastoreo en la alimen-
tacion influye directamente en la
composicion de la leche, mejorando
su perfil de acidos grasos y antioxi-
dantes y aumentando la expresién
del bta-mir451. &
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El libro retine y describe los resultados obtenidos en los Gltimos afos,
en la conservacion y caracterizaciéon de la diversidad genética local
de variedades de avellano recolectadas en Asturias y mantenidas
en la coleccion del SERIDA. Asimismo, proporciona datos sobre las
caracteristicas, diferencias y comportamiento de variedades locales de
avellano, tanto para la preservacion de la diversidad genética local de
esta especie, como para el diseno de futuras plantaciones.
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Ano: 2021
Edita: SERIDA
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La Memoria SERIDA 2020 recoge informacién de los proyectos de
I+D+i, de la labor contractual y relacional con otros organismos, agen-
tes, instituciones y empresas, asi como de las actividades cientificas,
técnicas, divulgativas, promocionales y de formacién desarrolladas por
la entidad durante el ano.
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Variedades de maiz. Actualizacién afio 2020
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Ano: 2021

Edita: SERIDA, Consejeria de Medio Rural y Cohesién Territorial
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La publicacién presenta los datos actualizados de evaluacién de varieda-
des de maiz realizadas por el SERIDA, los criterios recomendados para
elegir las méas adecuadas a cada explotacién, asi como la metodologia
empleada en la evaluacion de variedades de maiz para silo.

Los resultados se presentan en tres listas para cada una de las cuatro
zonas edafocliméticas de Asturias, que son aptas para el cultivo del
maiz forrajero: zona costera occidental, costera oriental, interior alta
€ interior baja.
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