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RESUMEN

La biofortificacion tiene como finalidad incrementar la concentracién de elementos biodisponibles en
las plantas de cultivo para elevar la calidad nutricional. El selenio (Se) es un elemento traza de gran
impacto para el metabolismo antioxidante de las plantas y su acumulacién es pobre en especies
como el tomate, de igual manera este elemento es esencial para los humanos. El propésito de este
trabajo fue analizar la capacidad del selenito de sodio para incrementar la concentraciéon de Se y
modificar la actividad antioxidante en plantas de tomate. Para ello se aplicaron tres tratamientos 0, 2
y 5 mg L' de selenito de sodio (Na2Se03) utilizando como vehiculo el agua de riego, Se llevaron a
cabo tres muestreos 40, 80 y 120 dias después del trasplante y la subsecuente cuantificacion de la
acumulaciéon de selenio y macronutrientes en hojas, tallos y frutos, asi como su impacto en la
produccion de frutos bajo un disefio experimental completamente al azar. Se obtuvo una
cuantificacion del potencial oxido reduccién y de la actividad de antioxidante especificos como la
catalasa, glutation peroxidasa, superoxido dismutasa, el acido ascoérbico y licopeno, para cada
variable asi mismo la expresion de los genes cat, gpx, sod, apx y lic en los frutos. Los resultados
mostraron un incremento en la acumulacion de Se, encontrandose hasta un 53.1% de aumento en
la concentracion en los frutos bajo el tratamiento 5 mg L-1 en comparacion con el testigo, la
concentracion de Se si influyd positivamente en los parametros de calidad incluyendo el acido
ascorbico y el licopeno. La actividad de las enzimas antioxidantes aumentd notablemente en el fruto
con el tratamiento 5 mg L-1 de selenito encontrandose 60.9% de aumento para CAT, 33.4% para
GPX y 26.0% para SOD. En cuanto la expresion génica hubo mayor nivel de transcriptos de los
genes gpx, sody apx bajo el tratamiento 2 mg L-1.

INTRODUCCION

El' consumo de alimentos saludables con alto contenido de nutrientes antioxidantes
contribuye a la proteccion de las células del dafio oxidativo y a la prevencion de diversas
enfermedades (Broadley et al. 2006). Los radicales libres provocan reacciones oxidativas en cadena
que son eliminados por la accidn del sistema antioxidante de defensa (Sahnoun et al. 1997),
incluyendo enzimas tales como el superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y el glutation
peroxidasa (GPX), de esta manera, al activarse este sistema antioxidante de defensa, puede
proporcionarles a las plantas una mayor tolerancia frente al estrés ambiental por consecuente la
generacion de frutos de calidad. Las enzimas antioxidantes generalmente usan elementos traza tales
como selenio (Se) asi mismos cofactores, como es el caso de la GPX (Arthur 2003). Se piensa que
el selenio es un elemento asociado con el metabolismo antioxidante (Lin et al. 2012; Feng et al.
2013) a través de su papel como cofactor de selenoenzimas (Combs, 2001); su deficiencia podria
inducir dafios en el balance celular redox.

No se han establecido cuantitativamente los requerimientos por Se, mas bien se han recomendado
los niveles de ingesta en diferentes regiones del mundo. La ingesta recomendada por el National
Research Council (1989) de los E.U.A es de 70 ug dia-1para hombres y 55 ug dia-1 para mujeres;
durante el embarazo y lactancia esta dosis se estima en 75 yg dia-1. Mientras que Combs (2001) y
Broadley et al. (2006) recomiendan hasta 300 ug por dia para reducir el riesgo de diversas
enfermedades como el cancer. En humanos, la referencia de consumo en promedio de Se es de 60
a 75 g por dia, de acuerdo con los datos proporcionados por el National Research Council (1980);
sin embargo, estos valores se encuentran muy por debajo de los niveles de consumo citado por
Combs (2001) y Broadley et al. (2006). Hay paises donde la falta de selenio en los suelos ha
provocado problemas de salud para el ganado y en casos extremos también en la poblacion humana
como lo son: Nueva Zelandia, Finlandia, parte de E.U.A como en Beltsville y en la provincia de
Keshan China (Combs y Combs 1986). El consumo en Caracas, Venezuela s 3 veces mas alto que
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en Beltsville (Mondragoén y Jaffé 1976). En Latinoamérica se observaron los valores mas bajos
de Se en Guatemala y moderadamente bajos de Ecuador y Brasil, mientras que muestras de
Colombia, Venezuela y México poseen niveles superiores al promedio (Jaffé et al., 1969). En México
las estadisticas de consumo sefialan un valor promedio de 40 ug dia-1 (AMENAC 2009). Referente
a la biodisponibilidad del Se, generalmente las plantas cultivadas que crecen en suelos no-
seleniferos tienen bajas concentraciones de Se, que van de 0.01 a 1 mg kg-1 peso seco. Asi, en
algunos paises donde los suelos son pobres en selenio, este se agrega a los fertilizantes utilizados
para la produccion agricola (Broadley et al. 2006). Con base en lo anterior se ha planteado como
estrategia para la mejora de la ingesta de selenio el enriquecimiento de los cultivos alimenticios con
este elemento. El objetivo principal del presente trabajo fue: generar los conocimientos basicos
acerca de los cambios en la expresién génica y en la capacidad antioxidante de la planta de tomate
al aplicar selenio como selenito de sodio. Dicha especie fue utilizada como modelo biolégico por ser
caracterizada como no acumuladora de selenio (White et al. 2004).

TEORIA

El tomate es una planta de porte arbustivo que se cultiva como anual. Puede desarrollarse de
manera rastrera, semierecta o erecta. Existen variedades de crecimiento limitado o de crecimiento
ilimitado (Nufo et al. 2007) como indica la Figura 1.

Figura 1. Planta de tomate de crecimiento limitado e ilimitado respectivamente

El Nombre tomate proviene de tomatl, en la lengua nahualt de México (Nuez 2001). Los antioxidantes
son compuestos que permiten la vida celular en un ambiente oxidante y son los responsables de la
eliminacién de los radicales libres los cuales se producen, de manera natural, en los sitios de
actividad energética celular. La funcion quimica de los antioxidantes es ceder potencial reductor a
los compuestos oxidantes capaces de dafar a los componentes celulares (Benavides et al. 2009).
Los organismos poseen numerosos sistemas de defensa antioxidantes regulables, enzimaticos
(superdxido dismutasa, catalasa, GSH peroxidasa, quinona reductasa y hemoxigenasa) y no
enzimaticos (selenio, zinc, acido ascérbico, a-tocoferol y carotenoides) que son los encargados de
evitar estos factores (Murillo et al. 2007). Estas respuestas de defensa se desencadenan por factores
bidticos tales como patégenos, plagas y simbiontes o por factores abiéticos como alta o baja
temperatura, radiacion, salinidad, entre otros y no necesariamente en condiciones que originan
estrés (Benavides et al. 2009).

El papel del selenio como un antioxidante en pastos sugiere que la adicién al suelo puede mejorar
la calidad del forraje, por la disminucién de la senescencia y persistencia de la pastura (Cartes et al.
2005). Estudios realizados indican que este elemento se asocia a cambios en el estado redox celular,
esto a su vez se relaciona con la habilidad de las plantas a tolerar el estrés ambiental. El selenio es
un constituyente esencial de un numero de enzimas, algunas de los cuales tienen funciones
antioxidantes (Raymond 2002). Recientemente se ha demostrado que el selenio aumenta la
capacidad antioxidante y la tolerancia al estrés en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) y plantas
de ballico (Lolium perenne L.) ademas en un estudio realizado aplicando selenio en el cultivo de la
papa (Solanum tuberosum), los resultados sugirieron que el Se es un antioxidante y que activa los
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mecanismos de proteccion, que pueden curar el estrés oxidativo en los cloroplastos (Seppanen et
al. 2003).

En general, los carotenoides han cobrado gran importancia debido a que son antioxidantes que
neutralizan los radicales libres que dafian a las células, y de ellos, el licopeno es el que tiene las
propiedades mas sobresalientes. El tomate es una fuente importante de licopeno ademas de otros
carotenoides como el 3 caroteno (Madhavi y Salunkhe 1998). Ambos, el licopeno y el B caroteno son
importantes antioxidantes de defensa en contra de la peroxidacion lipidica en las células (Agarwal et
al. 2005). El licopeno (Figura 2) es un hidrocarburo alifatico que pertenece a la familia de los
carotenoides, tiene una estructura que consiste en una larga cadena de dobles enlaces conjugados
con dos anillos extremos abiertos. La estructura del licopeno (C40H56, peso molecular: 536.85) es
la més larga de los carotenoides; este hidrocarburo insaturado contiene 13 dobles enlaces carbono-
carbono, de los cuales 11 estan conjugados y dispuestos en una matriz lineal (Figura 3). Estos dobles
enlaces conjugados son responsables del vibrante color rojo de licopeno (Clinton 1998). El licopeno
es un compuesto lipofilo que es insoluble en agua, pero soluble en disolventes organicos y tiene una
capacidad de extincion constante al doble que la del B caroteno y 10 veces mayor al a tocoferol
(Hadley et al. 2003). La capacidad de extincion esta directamente relacionada con la posicion de los
niveles de energia del estado excitado, que dependen de la longitud de la cadena doble de carbono
conjugado (Young y Lowe 2001).
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Figura 2. Estructura del licopeno

El selenio es un elemento mineral natural, distribuido en la naturaleza en la mayoria de las rocas y
suelos; en forma pura existe en forma de cristales hexagonales de color gris metélico a negro, pero
en la naturaleza generalmente esta combinado con sulfuro o con minerales de plata, cobre, plomo y
niquel. Este mineral fue identificado como nuevo elemento quimico en 1818 por J. J. Berzelius en
Gripsholm, Suecia. Fue aislado del residuo color rojo producido durante la oxidacion del diéxido de
azufre proveniente de piritas de cobre para la produccién de acido sulfarico (Terry et al.2000).

El Se es un elemento quimico del grupo 16, encontrandose justo abajo del azufre en la tabla
periddica, dandole asi propiedades quimicas similares a este ultimo elemento (Cruz-Jiménez 2005),
el selenio tiene variedad en sus estados de oxidacién como seleniuro (Se2-), selenio elemental (Se0),
selenito (Se4+) y selenato (Se6+). Las formas oxidadas del selenio (Se4+ y Se6+) son absorbidas
por las plantas debido a su elevada solubilidad, sin embargo, el Se0 y el Se2- son insolubles, por lo
cual dificilmente son absorbidas por las plantas (Broadley et al. 2006).

El selenio (Se) se encuentra ampliamente distribuido entre los materiales de la corteza terrestre,
aunque de forma poco uniforme (Magos y Berg 1988). En la mayoria de suelos las concentraciones
de Se, varian entre 0.01 y 2 mg Kg-1 (Mayland 1994), mientras que concentraciones elevadas de
Se, se asocian generalmente a suelos formados a partir de materiales sedimentarios de origen
marino (Presser 1994). Fordyce (2005) sefiala que en la mayoria de los suelos del mundo las
concentraciones de selenio son bajas, alcanzando de 0.01 a 2.0 mg Kg-1 y una media de 0.4 mg Kg-
1, aunque pueden encontrarse concentraciones >1200 mg Kg-1, en suelos denominados seleniferos.

PARTE EXPERIMENTAL
Localizacién, siembra, establecimiento del experimento
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El experimento se llevo a cabo en un invernadero del Departamento de Horticultura de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro ubicada en Saltillo, Coahuila, México. El cual se encuentra
localizado a una altura de 1743 msnm, entre los 25° 24" de latitud norte y 100° 02" de longitud oeste.
Se sembraron semillas de tomate (Lycopersicon esculentum L. Mill.). La siembra se realiz6 en
charolas de poliestireno de 200 cavidades, verificando el crecimiento y el respectivo cuidado de la
plantula durante un periodo de 40 dias. Se coloco una malla sombra de polipropileno color negro que
tenia un factor de sombra de 25%. Ademas, en el area se colocaron termoémetros y medidores de
humedad relativa. La temperatura maxima y minima y la humedad relativa fueron encontradas
oscilando entre 18-25°C y 50-65%, respectivamente.

Se seleccionaron las plantulas de las mas uniformes en tamafio y desarrollo, se sumergio el epellon
en una solucién enraizadora y se trasplantaron en las macetas de 20 L. El trasplante se realiz6 a los
40 dias después de la siembra.

La nutricién del cultivo se llevé a cabo mediante la aplicacion de la solucion nutritiva universal Steiner
(Steiner 1961), ajustada a un valor de pH de 5.5 a 6.5 con acido sulfurico, con el objetivo de asegurar
la disponibilidad de los elementos minerales en la solucién nutritiva y mantener el ion selenito en su
forma protonada (Preciado- Rangel et al. 2006). La concentracion de la solucion aplicada fue acorde
a la etapa fenoldgica: 25% en las etapas iniciales y alcanzando el 75% después de la floracion. A las
plantas se les aplicaron los siguientes tratamientos como se explica en el Cuadro 1, usando como
fuente selenito de sodio anhidro grado reactivo (Na2SeO3 Sigma-Aldrich, 99% de pureza).

Al cabo de 40, 80 y 120 dias después del trasplante se registraron para cada fecha la informacién
sobre el tejido foliar, el tallo y el fruto, esto con el fin de poder realizar ciertos analisis morfométricos
sobre los componentes de la planta.

Cuadro 1. Tratamientos aplicados en una solucién nutritiva de riego sobre el cultivo de la planta
de tomate.

Tratamientos

T Testigo Solucién Steiner + 0 mg L-1 de selenio
T2mgL-1 Solucion Steiner + 2 mg L-1 de selenio
T5mgL-1 Solucion Steiner + 5 mg L-1 de selenio

Produccidn y calidad de fruto: para la colecta de los frutos se tomé en cuenta una escala de
clasificacién de madurez de acuerdo con los estdndares estadounidenses de coloracidon de tomates
frescos, seleccionando aquellos denominados “red” segun el United States Department of Agriculture
(USDA 1997). Se cuantificd el peso de los mismos para obtener la produccién de fruto por planta
(PF) en g planta-1.

De cada tratamiento, se eligieron 3 plantas completamente al azar y se etiquetaron desde el inicio
del trasplante. De cada uno de los tres muestreos correspondientes se realizaron mediciones de la
altura de la planta (ALT). La firmeza se midi6 utilizando un penetrometro manual (QA Supplies, model
FT011), se tomd firmemente el fruto y se introdujo el penetrometro de un solo impulso hasta la marca
delimitante de la puntilla de 8mm, se tom¢ la lectura y se reporté en kg cm-1.

Soélidos solubles totales de frutos Para los frutos colectados se midi6 la cantidad de sélidos totales
(SST). Se perforé cuidadosamente cada fruto para obtener una gota de jugo el cual se colocé en un
refractbmetro manual debidamente calibrado, se cerrd la tapa suavemente de manera que la
muestra cubriera completamente la superficie del prisma, se observo a través de la mirilla y se tomo
la lectura en la interseccion de los dos campos, los valores se reportaron en grados Brix.
Contenido de selenio y macronutrientes: De las muestras obtenidas para la estimacion de materia
seca total, se tomd una porcién de 5 g y se macerd en un mortero de porcelana. Se tomé 1 g del
macerado y esta muestra fue sometida a digestién acida con &cido nitrico y perclérico en una
proporcioén 3:1 usando una plancha de calentamiento a 100 °C. Posteriormente la solucién fue filtrada
con papel filtro Whatman (No 42 sin cenizas) y aforada a una solucién de trabajo de 100 mL con
agua desionizada. La lectura se realizé utilizando un espectrémetro de Inducciéon de Plasma (ICP)
marca THERMO JARELL ASH, Modelo IRIS Advantage, siguiendo el procedimiento 984.27 de la
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AOAC (2000). Los nutrientes cuantificados fueron K, Mg y Ca ademas de la correspondiente
cuantificaciéon de selenio.

Analisis de la expresion génica de frutos La extraccion de ARN se llevé a cabo por el método del
Trizol. La pastilla resultante se lavé con 500 pL de etanol frio (70%), se centrifugé por 5 min a 7,500
g y 4°C, nuevamente, el sobrenadante fue removido y la pastilla restante en el fondo del tubo fue
secada al aire durante 5 min. La pastilla se resuspendié con 50 uL de agua DEPC y posteriormente
incubada en bafo de agua de 60°C durante 15 min para disolver el ARN. Finalmente, para que el
ARN pudiera ser almacenado en condiciones de estabilidad, se alicuoté en 3 tubos de 500 uL,
conteniendo 20 pL en cada uno de ellos, entonces se almacend a -70°C. Se determiné la cantidad
del ARN obtenido por medio de espectrofotometria UV-Vis (absorbancia 260/280) y la calidad por
electroforesis desnaturalizante.

RESULTADOS
Produccioén del fruto

Cuadro 2. Numeros de fruto por planta (NF) y peso de frutos por planta (PF) en tomate con
aplicacién de tres tratamientos de selenio (0, 2 y 5 mg L-1) en la solucién nutritiva.

Tratamiento Numero de frutas/planta Peso de frutas/planta (g)
0 mg L-1 12.00+2.9a 869.20+224.6a
2 mg L-1 17.67+3.9a 1061.53+£349.8a
5mg L-1 16.67+3.6a 1184.83+£378.9a

Cuantificacion de variables agrondomicas y de calidad de frutos

Se registraron diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos asociados a la aplicacion de
Se en comparacion con el tratamiento testigo, con un incremento significativo en los valores de
longitud de tallo (ALT), diametro de tallo (DT), sdlidos solubles totales de fruto (SST), firmeza,
diametro de frutos (DP y DE), y el contenido de materia seca total (Cuadro 3 y 4).

Cuadro 3. Variables agrondmicas y calidad de frutos evaluadas bajo la aplicaciéon de selenio en
solucién nutritiva.

Tratamiento  Altura (cm) Diametro Diametro  Diametro Firmeza Sélidos
(mm) polar (cm) ecuatorial(fruy) kg/cm2  Solubles
Tot
Control 61.1£3.9b* 11.8+0.9b 5.49+0.7b  5.42+0.5b 2.9+0.2c  4.3%#0.1b
2 mg L-1 67.5+3.0a 13.4+0.8a 6.24+0.5a 5.93+0.3a 4.3+0.3b 5.1+0.4a
5 mg L-1 65.2+2.9a 13.3t0.8a 6.38+0.4a 5.96+0.7a 45+0.3a 4.940.6a

*Las medias seguidas de la misma literal no son diferentes segun Tukey (p 20.05).

Cuadro 4. Comparacion de medias de la materia seca total (MST) bajo la aplicacion de selenio en
solucion nutritiva
Materia seca total (%)

Tratamiento Hoja Tallo Fruto
Control 43.7+14.5 b* 26.6+3.0 a 32.846.1 a
2mg L-1 48.1+19.1 ab 28.3+3.6 a 28.9+4.5a
5 mg L-1 50.9+19.2 a 29.916.5 a 30.0+4.9 a
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Cuantificacion de selenio y macronutrientes

La concentracion de Se en los diferentes componentes de la planta expresada en pg g-1, indico
diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos. Referente a la distribuciéon de Se en las
plantas, se obtuvo mas selenio en los tallos y menor concentracion en los frutos y hojas (Figura 2).
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Figura 2. Concentracién de selenio en hojas, tallos y frutos de tomate con aplicaciones de selenio
en solucién nutritiva.

Los contenidos de macronutrientes mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos
en componente tallos y frutos.

Las correlaciones entre la concentracion de Se en los diferentes tejidos de la planta, fueron todas
significativas (hoja/tallo, r =0.50; hoja/fruto, r =0.68; tallo/fruto, r=0.59), lo que sugiere una ausencia
de competencia por el Se entre los diferentes 6rganos y una acumulaciéon de Se de los érganos en
proporcion directa a su disponibilidad (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Concentracién de macronutrientes y selenio en los diferentes 6rganos de la planta de

tomate.
Organo Trat N P K Ca Mg Se
0 3.36£0.662 * 0.76+0.27% 3.57+0.232 5.16+2.76% 0.58+£0.19c
Hoja 2 9.90+0.10b
5 3.24+0.46@ 0.82+0.18% 4.42+1.942 4.72+1.43% 0.68+0.16b
20.9+0.12a
3.09£0.48% 0.91+£0.34% 3.47+0.85% 3.54%+1.50% 0.71+0.34a
20.4+£0.13a
0 2.36+0.592 0.70+£0.10% 3.84+0.20ab 3.30%1.68a 0.49+0.16°
Tallo 2 21.7£0.12b
3 2.50+£0.502 0.77+£0.192 4.47+1.47a 3.90+1.64a 0.31+£0.06a
45.610.15a
2.49+0.41% 0.72+0.11a 3.40+0.67b 2.82+2.16a 0.37+0.06a
52.310.31a
0 2.20+£0.42a 0.59+0.03a 2.95+0.56ab 0.86+0.3a 0.40+0.13a
Fruto 2 16.81£0.05b
5 1.8710.34a 0.47+0.04a 3.4410.46a 1.2611.3a 0.3410.13a
24.5+0.10ab
2.11£0.45a 0.561£0.15a 2.90+0.55b 2.82+0.03a 0.33+0.15a
35.8+0.14a

*Medias con la misma letra en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p >
0.05). Las concentraciones de N, P, K, Ca y Mg estan dadas en porcentaje, el selenio en ug g-1

Acido ascérbico y licopeno En los frutos se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la
variable AA ademas del aumento en los SST anteriormente sefialado. Estos cambios positivos en la
calidad se vieron acomparados por un aumento en la concentracién de licopeno al aplicar 5 mg L-1
de Se (Cuadro 6).

Cuadro 6. Caracteristicas quimicas de los frutos de tomate de plantas con aplicacion de selenio (0,
2 y 5 mg L-1) en la solucién nutritiva. Los datos corresponden a frutos colectados a los 120 dias.

Tratamiento (mgL™") Acido ascérbico (mg) Licopeno (ug g-1)
0 1.20+0.20b 13.81+2.4b
2 2.82+0.09a 20.34+5.1b
5 2.41£0.10a 41.71+6.2a

Las medias seguidas de la misma literal no son diferentes segun Tukey (p> 0.05). AA= acido
ascorbico; ddt = dias después del trasplante.

Expresioén geneica de los frutos

Los valores de densidad relativa de los frutos, en el caso de gpx, sod y apx con la aplicacion de 2
mgL-1 y5mgL-1de Se, encontraron con valores por debajo de 1, es decir con un nivel de expresion
menor. Laexcepcidn fue el gen gpx que mostré aumento en su expresion con la mayor concentracion
de Se. Cabe seinalar que se encontré una correlacion de Spearman significativa (R =0.9636, a <
0.05) de la expresion del gen cat con respecto a la concentracion de Se.
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Figura 3. Nivel de expresion de genes de antioxidantes de frutos de tomate de plantas con
aplicacion de selenio 2 y 5 mg L-1) y un tratamiento testigo (0 mg L-1) en la solucién nutritiva. Los
valores mostrados indican la expresion relativa frente al testigo con un valor de 1. cat: gen
catalasa; gpx: gen glutation peroxidasa; sod: gen superoxido dismutasa; apx: gen ascorbato
peroxidasa y lic: gen licopeno. ns= no signiicativo * Significativo (p<0.05).

CONCLUSIONES

Las variables de crecimiento, altura de la planta, didmetro de tallos, firmeza de frutos y sélidos
solubles de frutos respondieron positivamente a la aplicacién de selenio, mientras que esta aplicacion
no causo interferencia con la absorcion de N, P, K, Ca y Mg. La adicién de selenio en la solucién
nutritiva incremento significativamente la concentracién de este elemento en los diferentes érganos
de la planta; el tratamiento 5 mg L-1 permitié hasta el doble de la concentracion de este elemento en
frutos comparado con el tratamiento control. Esta concentracion de selenio en frutos fue
positivamente correlacionada con la concentracion en hojas y tallos. Ademas, el Se resultdé en un
incremento en la actividad enzimatica de catalasa, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa en
frutos con el mayor tratamiento aplicado (60.9, 33.4 y 26.0% de aumento respectivamente), a pesar
que los analisis de marcadores de estrés oxidativo tales como perdéxido de hidrégeno y/o
peroxidacion lipidica son necesarios para un mejor entendimiento de este cuadro antioxidante. Los
frutos bajo ambos tratamientos de Se (2 y 5 mg L-1) mostraron mayor acumulaciéon de acido
ascorbico respecto al testigo y, en el caso del tratamiento de 5 mg L-1 un 66.9 % mas de licopeno.
Por su parte, el mayor nivel de transcriptos de los genes gpx, sod 'y apx ocurrio con el tratamiento de
2 mg L-1. Los demas genes fueron expresados, aunque en un nivel menor.
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RESUMEN

Rhizopus es un microorganismo con habilidad para producir terpenos, alcoholes, aldehidos y
fenoles, a partir de sustratos organicos. Estos metabolitos pueden ser utilizados a nivel industrial
como ingredientes de perfumes, cosméticos y saborizantes. El objetivo fue evaluar la biomasa, pH,
CO2, O2 y metabolitos volatiles emitidos por Rhizopus stolonifer durante 10 dias, utilizando como
sustrato jugo de fresa de dos estados de madurez, con la finalidad de proponer una alternativa para
el aprovechamiento de los residuos agricolas. Se realizaron ensayos in vitro, colocando 8 mL de jugo
de fresa y 160 pL de una solucién de esporas (10 esporas-mL™") en viales de vidrio de 20 mL, que
se incubaron a 28+1°C. La biomasa se cuantificé por gravimetria, el pH utilizando un potenciometro
y el porcentaje de CO2 y Oz, asi como los metabolitos volatiles se obtuvieron por cromatografia de
gases-espectrometria de masas. Se utilizd la prueba de Tukey (p<0.05) para la comparacion de
medias y un ANOVA para el analisis de resultados. Estos indicaron que R. stolonifer produjo 77 %
mas biomasa en jugos de fresa madura (pH= 3.28) respecto a la inmadura (pH=3.05) al tercer dia.
Por otra parte, el contenido de CO2 aumento un 65%, y el Oz disminuy6 3 veces, hacia el final de
su crecimiento, independientemente de la madurez de la fresa. Los metabolitos volatiles identificados
fueron el acido pentanoico que comercialmente representa el aroma del cacao y el 1-Butanol, 3-
metil-, acetato asociado con el olor a platano. En este sentido, se recomienda el uso de fresa madura
como sustrato para el crecimiento R. stolonifer y con potencial para su uso en la produccion de
compuestos aromaticos.

INTRODUCCION

Rhizopus stolonifer es un hongo filamentoso, capaz de sobrevivir a temperaturas de 4 a 38°C y una
humedad relativa del 70 al 80%. Se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza como
saprofito del suelo, y es capaz de invadir a los productos hortofruticolas, que han sufrido dafos
fisicos, llevando a cabo una rapida degradacién de la pared celular de su hospedero y posterior
invasion intercelular (1). Una vez que el hongo se establece en productos como el jitomate, uva,
meldn, maiz, platano y fresa, entre otros, durante su crecimiento in vitro, forma un micelio aéreo y
filamentoso de color blanco, con esporangios visibles de color negro (2).

Particularmente la fresa que actia como uno de los hospederos de R. stolonifer, es una fruta no
climatérica, con una reducida vida de anaquel y se deteriora hasta en un 80% después de 8 horas,
por la presencia de este patdgeno que es el causante de la enfermedad conocida como pudricion
blanda. Segun Zoffoli (3), esta enfermedad generalmente comienza en la base de las “berries”
maduras y provoca el ablandamiento del tejido y pérdida del contenido de agua en la fruta, en
consecuencia el fruto se pierde totalmente. La incidencia y severidad de la enfermedad causada por
R. stolonifer en la fresa dependera del tipo de cultivar y de su estado de madurez, ya que es capaz
de infectar mas rapidamente a los frutos maduros o dafados (4).

En México se producen diferentes cultivares de fresa; tales como: “Festival’, “Sweet Charlie”,
“Galexia”, “Albién”, “Camarosa”, “Aromas”, “Ventana”, “Diamante” y “Camino Real” (5), los cuales
poseen caracteristicas especificas de sabor, color, tamano, tienen un rendimiento diferente durante
su produccién y poseen una distinta resistencias a plagas y enfermedades. Especificamente el
cultivar “Camino Real” en comparacién con otros cultivares comerciales es de gran preferencia por
los productores y consumidores, por su resistencia a diversas plagas y enfermedades como
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Phythophtora, Verticillium y Antracnosis, y su rendimiento en campo es de 6.7 toneladas por
hectarea. Ademas de ser apreciado por la calidad del fruto, como el tamano, la firmeza, un color
obscuro y un buen sabor (6).

Diversas investigaciones han evaluado el crecimiento de los microorganismos a través de su
produccion de CO2, biomasa o metabolitos volatiles y no-volatiles. Estas técnicas han resultado
confiables debido a que se basan en la evaluacion indirecta de los cambios en el metabolismo
primario y secundario de los hongos filamentosos. El metabolismo primario es el resultado de varias
reacciones quimicas catalizadas por las enzimas del microorganismo y proporciona a las células
energia y las macromoéculas indispensables para su crecimiento. Se produce por lo general durante
el crecimiento exponencial del micelio, obteniendo un gran nimero de moléculas de interés industrial,
tales como el acido citrico, diferentes acidos organicos, alcoholes y también enzimas como celulasas,
amilasas o pectinasas. El metabolismo secundario se produce cuando el crecimiento de los hongos
filamentosos se detiene y uno de los intermediarios mas importantes es el Acetil-CoA que favorece
la formacion de: a) terpenos como los carotenoides, ergosterol y acido giberélico, b) derivados de
acidos grasos entre ellos poliacetileno, c) derivados de aminoacidos como alcaloides, penicilina,
cefalosporina y d) policétidos (7).

Los compuestos aromaticos o volatiles producidos durante el metabolismo de diversos hongos
resultan de interés para diferentes industrias, reportandose una produccién de 250 compuesto
aromaticos, los cuales se producen como mezclas de hidrocarburos simples, aldehidos, cetonas,
alcoholes, fenoles, ésteres y sus derivados, incluyendo, los derivados del benceno y ciclohexanos.
La sintesis de estos compuestos aromaticos esta relacionada principalmente con las propiedades
ligninoliticas del hongo (8). Particularmente las cepas de Rhizopus oryzae y Rhizopus oligosporus
son objeto de investigacion en procesos de fermentacion a escala industrial, por medio de los cuales
se obtienen productos tipicos como el sake (bebida alcohdlica asiatica) y el tempe (alimento a base
de soja parecido a la carne) (9). Ademas a partir del crecimiento de este género se obtienen
saborizantes artificiales como el citronelilo y enzimas como las amilasas que son producidas por
Rhizopus microsporus (10). No obstante R. stolonifer ain no ha sido aprovechado industrialmente y
este podria resultar de interés para la obtencién de aromas con aplicaciones en el sector de
alimentos como el acetato de etilo, y otros compuestos que en la actualidad se producen a través de
sintesis quimica o extractos de plantas (11). Por lo que resulta una importante alternativa la obtencion
de sustancias aromaticas durante el crecimiento in vitro de Rhizopus stolonifer, como una alternativa
para el aprovechamiento de los residuos agricolas, considerando la biomasa, pH, CO2, Oz vy
metabolitos volatiles como parametros de crecimiento.

PARTE EXPERIMENTAL

Aislamiento, mantenimiento e identificacion de R.stolonifer

Rhizopus stolonifer se aisl6 de frutos de fresa infectados por medio de la técnica de camara humeda
y se sembrd en cajas Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), posteriormente el
desarrollo del micelio y partes reproductivas, se observaron en un microscopio modelo eclipse E100
(Nikon, China), para su identificacién. Una vez obtenida la cepa pura se mantuvo en incubacion
(Binder, USA) durante 4 dias a 28°C.

Obtencion de la solucion de esporas de R.stolonifer

20 mL de agua estéril se colocaron en una caja Petri que contenia la cepa de R. stolonifery con una
ajuga de diseccion se raspo la superficie, con la finalidad de desprender las esporas presentes en el
micelio, mismas que se recuperaron en un matraz Erlenmeyer. Posteriormente 15 yL de la solucién
se colocaron en camara Neubauer (Bright- Line Hemacytometer 0.1mm, Hausser Scientific, USA) vy
se observaron en un microscopio 6ptico (Nikon, China). La concentracion de esporas por mL, se
ajusté a una concentracion final de 105. Posteriormente 160 pL de esporas se inyectaron a cada uno
de los viales que contenian el jugo de fresa, previamente pasteurizado y se incubaron a 28 £ 2 °C
en un agitador orbital durante 10 dias.

Manejo del experimento

Se adquirieron en huertos comerciales de Xochitepec, Morelos, México, fresas (Fragaria ananassa
Dutch), con dos diferentes estados de madurez, de acuerdo a la NMX-FF-062-1987. Fruta Fresca.
Fresa (Fragaria vesca). El estado maduro incluyé fresa con el 100 % de la coloracién roja en su
superficie y el estado inmaduro se conformé por fresa con un 50% de color rojo en su superficie. Las
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fresas se lavaron y desinfectaron con una solucion clorada al 1% durante 5 min. Después se obtuvo
el jugo de la fruta con un extractor modelo ETW-9800, se filiré y se pasteurizé (75°C x 2 min). 8 mL
del jugo se colocaron en viales de vidrio de 20 mL (previamente esterilizados), se cerraron
herméticamente y posteriormente se inyectaron 160 uL de la solucién de esporas 105. Finalmente
los viales se incubaron a 28 £ 2 °C en un agitador orbital (Innova 40, U.S.A). Se formaron dos lotes
con 24 viales y se aplicaron los siguientes tratamientos: T1) Jugo de fresa madura inoculada con R.
stolonifer, T2) Jugo de fresa madura no inoculada, T3) Jugo de fresa inmadura inoculada con R.
stolonifer y T4) Jugo de fresa inmadura no inoculada. Cada vial fue una unidad experimental y se
evaluaron tres repeticiones por tratamiento. Los dias de crecimiento en los que se analizd el
comportamiento del hongo fueron: 5y 10.

Evaluacion del crecimiento de R. stolonifer

Cuantificacion de biomasa seca

La biomasa fungica se recupero del jugo de fresa inoculado con R. stolonifer, por filtracion a través
de un papel Whatman No.1, después la muestra se sec6 en un horno a 60°C (Brinder, Germany),
hasta obtener un peso constante y se reporté como gramos de peso seco.

pH

Se determind durante los dias de evaluacion, en los jugos de fresa inoculados con R. stolonifery en
el grupo control. Se utilizé un potencidometro (Termo scientific, USA), para realizar la evaluacion.
Contenido de COzy O>

Se recuperd 1 mL del aire contenido en el espacio de cabeza del vial de cada uno de los tratamientos
y se inyecté en un cromatégrafo de gases 7800 B (Agilent, USA), equipado con 2 detectores, uno
de conductividad térmica (TCD) y otro de ionizacién a la flama (FID) (Grace Vydac Co., Columbia,
MD, EE.UU.). Se utiliz6 helio como gas acarreador a un flujo de 10 mL-min-', la temperatura del
horno se mantuvo a 40 °C y el inyector a 210 °C. Las temperaturas de los detectores de conductividad
térmica y de ionizacién de flama fueron de 200 ° C y 250 °C, respectivamente. Los tiempos de
retencion para el CO: fueron 2.6 minutos y 6.5 minutos para el Ox.

Perfil volatil de R. stolonifer

Las muestras se analizaron mediante la técnica de espacio de cabeza utilizando un cromatografo de
gases SCION 456-GC (Bruker Daltonics, Billerica, EE.UU.) acoplado a un detector de masas EVOQ
triple cuadrupolo (TQ) y un PAL-COMBI xt (Bruker Daltonics, Inc.). Este sistema fue operado por el
software MS Workstation versién 8.2 (Bruker Daltonics, Inc.). El detector de MS fue operado en el
modo de exploracidn que oscilaba entre 50 y 500 masa/carga. El horno de GC fue equipado con una
columna capilar BR-1ms de espesor de pelicula de 0.25 mm (Bruker Daltonics, Inc.) de 30 m de
longitud, 0.25 mm de diametro interno. El inyector estuvo en modo Split y se mantuvo a 250°C y el
detector a 230°C. El horno se mantuvo a 40°C durante 20 min, luego se calenté a 8°C-min-' hasta
alcanzar los 250 °C y se sostuvo durante 10 min a esta temperatura. Las muestras se incubaron a
60 °C durante 20 min y posteriormente se recuperé 1 mL del gas contenido en el de espacio del
cabeza del vial. La identificacion de los compuestos se realizé a partir de la comparacién de los
espectros de masas contenidos en la biblioteca NIST.

Anaélisis estadistico

Los datos se analizaron a través de un ANOVA con arreglo factorial y una prueba de comparacion
de medias de Tukey (p<0.05). Se utilizé el software InfoStat,(2017)

RESULTADOS

Aislamiento, mantenimiento e identificacion de R.stolonifer

El aislamiento de R. stolonifer en fresa infectada se realiz6 al observarse la sintomatologia
caracteristica del fitopatégeno. En la Figura 1A se muestra la fresa infectada, la cual presenta un
crecimiento fungico, se observo la liberacion de un exudado de color rojo y la superficie de la fresa
se cubre por filamentos blancos y puntos negros caracteristicos del hongo. Es importante mencionar
que el crecimiento de R.stolonifer se presentd en condiciones de alta humedad relativa 70-75% y
una temperatura de 253 °C (camara humeda). Por otra en la Figura 1B-C se presenta el aislamiento
en medio PDA de R.stolonifer en el cuarto dia de su crecimiento. El comportamiento observado
coincide con los reportes de Bonifaz (12) quien indicé que el micelio de R. stolonifer alcanza un
tamafio ilimitado y puede llegar a cubrir todo el medio de cultivo, sus esporas son colonias blancas
y alcanzan su madurez al cuarto dia y posteriormente adquieren una tonalidad gris oscura (la
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tonalidad se debe al desarrollo de las estructuras de reproduccién asexual), las endosporas son
algodonosas y secas. En el presente estudio Rhizopus stolonifer se identifico y clasifico observando
al microscopio sus estructuras caracteristicas del género y posteriormente se comparé con los
reportes de Shipper (13). Los resultados mostraron la presencia de esporangiéforos vy
esporangiosporas, ademas del desarrollo de uno a tres esporangiéforos sin ramificacion a partir del

rizoide (Figura 1D).

Figura 1.- Aislamiento en “Camara Humeda” de R. Stolonifer en frutos de fresa a 20 — 25 °C (A),
Desarrollo micelial R. Stolonifer en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) (B) vista frontal y (C) vista
lateral del hongo incubado a 28°C por 4 dias y (D) micelio observado en microscopio (a)
Esporangiéforo con esporangio y (b) esporangiosporas de R. stolonifer, observado en microscopio
10X.

Viabilidad de R. stolonifer a partir de su crecimiento micelial y concentracion de esporas

En la Figura 2, se presenta el crecimiento micelial y la concentracidon de esporas de Rhizopus
stolonifer a través del tiempo (p<0.05). La Figura 2A, se muestra el maximo crecimiento del hongo
en medio PDA al tercer dia y aumentando 3 veces su diametro con respecto al dia inicial. Del mismo
modo la concentracion de esporas tuvo un aumento del 80% a partir de su maximo desarrollo micelial

(Figura 2B).
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Figura 2.- Cinética de crecimiento (A) y concentracion de esporas (B) de Rizopus stolonifer en
medio PDA a 28°C.

Contenido de biomasa de R. stolonifer en el jugo de fresa

La biomasa es un parametro que puede ser utilizado como indicador de la velocidad de crecimiento
de un microrganismo. Los resultados mostraron que la biomasa se modificd con el trascurso del
tiempo, independientemente del estado de madurez del sustrato (Figura 3). En jugos de fresa
madura la biomasa de R. stolonifer aumenté en un 77% al tercer dia, mientras que en jugos de fresa
inmadura el aumento fue de 74 % hasta el quinto dia, es decir, se retardo el crecimiento de R.
stolonifer por estado de madurez. Los resultados obtenidos pueden ser explicados a través de los
reportes de Amiri (14) quien indico que la produccion de biomasa de R. stolonifer fue mayor cuando
la sacarosa y fructosa se utilizaron como fuentes de carbono para su crecimiento y este tipo de
azucares se encuentran en fresas maduras.
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Figura 3.- Contenido de biomasa (mg de peso seco) de Rhizopus stolonifer en jugos de fresa
inmadura (M) y madura (l).

Cambios en el pH del sustrato por efecto de la presencia de R. stolonifer

El pH es una variable que puede determinar desde el punto de vista bioldgico al tipo de organismo
que se desarrolle en un medio, debido a su influencia sobre la disponibilidad de nutrientes. Los
resultados mostraron que el pH esta determinado por el estado de madurez independientemente del
tiempo de almacenamiento (p<0.05) como se presenta en el Cuadro 2. Los resultados obtenidos
pueden ser explicados por los estudios realizados por Amiri (2011) en donde el crecimiento micelial
Optimo de R. stolonifer ocurre a un pH 3 y su crecimiento se inhibe totalmente a un pH de 2.5.
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Cuadro 2.- pH de jugo de fresa inoculado con R. stolonfer durante 10 dias, incubado a 28°C

Dias de crecimiento

1 3 5 10
Jugo de fresa madura 3.56 £ 0.0012 3.28£0.058 3.40+0.039 3.34+0.021
Jugo de fresa inmadura 3.05 £ 0.005P 3.07£0.002 3.07+£0.011 3.05+0.029
b b b

*Letras iguales en columna muestran diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

Contenido de CO; y O: en jugos de fruta durante el crecimiento de R. stolonifer

El contenido de CO2 y O2 en los jugos no presento cambios significativos (p<0.05) por efecto del
estado de madurez, pero si a través del tiempo. En el quinto dia de crecimiento se alcanzé la maxima
produccion de COz, siendo los jugos de fresa madura los que alcanzaron los mayores niveles
respecto al estado inmaduro (65% y 46%, respectivamente). En la Figura 4A, se observa que al
aumentar el contenido de COz2, disminuyé considerablemente el nivel de Oz (81%) durante los 3
primeros dias, que coincide con el maximo crecimiento del hongo (Figura 4B).
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Figura 4.- (A) Contenido de CO2 (mg de CO2g" de peso seco) y (B) Contenido de Oz (mg de Oz2g-
" de peso seco) en jugos de fresainmadura ( ) y madura( ).

Efecto del estado de madurez de la fresa en el contenido compuestos volatiles

El aroma es una propiedad organoléptica que se compone por diferentes sustancias volatiles
presentes en los alimentos y que pueden modificarse con facilidad con el manejo del producto (15).
Durante la presente investigacion se analizaron los compuestos aromaticos emitidos por R. stolonifer
crecido en jugo de fresa madura, por ser este el sustrato que favorece el crecimiento del
microorganismo. Se cuantificaron 4 compuestos aromaticos mas al final del crecimiento del hongo y
4 veces mas contenido de aromas después de 10 dias de crecimiento del microorganismo.

Los compuestos aromaticos que predominaron fueron el acido pentanoico que comercialmente
representa el aroma del cacao y el 1-Butanol, 3-metil-, acetato que se asocia con el aroma del
platano. Ambos compuestos se utilizan como disolventes para la preparacion de perfumes y esencias
artificiales de frutas (15).
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Figura 5.- Numero y contenido de compuestos volatiles emitidos por R. stolonifer crecido en jugo
de fresa madura durante 10 dias.

CONCLUSIONES

Se recomienda el uso de fresa madura como sustrato que favorece el crecimiento R. stolonifery con
potencial para su uso en la produccion de compuestos aromaticos. Ademas la biomasa y el contenido
de COz permitieron explicar el crecimiento del hongo en el jugo de fresa.
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RESUMEN

El estado de madurez fisiolégica que poseen el fruto de guayaba (psidium guajava L.), al ser
cosechada, es afectada por el manejo Pos Cosecha: a) Transporte, b) Almacenamiento, y c)
Comercializacion. El color es el principal atributo de calidad, en la epidermis del fruto, que presenta
influencia en la preferencia del consumidor, induce la expectativa de sabor, gusto y palatabilidad.
Esta determinado por la concentracién pigmentos contenidos en los cloroplastos y cromoplastos,
importantes para la industria alimenticia y farmacéutica, utilizados como colorantes en los alimentos
y por su accién biolégica relacionada con la respuesta inmune y antimutagénica. La clorofila a otorga
el color verde-azul (verde Intenso) y la clorofila b confiere el amarillo verde (verde). La evaluacion
del fruto de guayaba (psidium guajava L.), se realiz6 en tres estados de madurez fisioldgica, los
resultados del analisis estadistico de Tukey HSD (P> 0.005) aplicado a las variables; 1) Guayaba
Verde: Tonalidad verde, firmeza [ 88.35 + 0.001A N] , indice de Madurez [12.12+ 0.004C], Clorofila a
[2.916 £ 0.021B mg/L ], Clorofila b [1.472 £ 0.012A mg/L], Il) Guayaba Rayada: Tonalidad verde -
amarillo, firmeza [ 65.38 + 0.0028 N] , indice de Madurez [16.34 + 0.0028], Clorofila a [0.814 + 0.003*
mg/L ], Clorofila b [0.336 = 0.0018 mg/L], Ill) Guayaba Amarilla: Tonalidad Amarillo, firmeza [ 20.32
+ 0.002¢ N] , indice de Madurez [25.45 + 0.0194], en base a los resultados obtenidos la clorofila a y
b, se presentan en la epidermis del fruto de guayaba (psidium guajava L.), en las primeras dos etapas
de madurez fisioldgica, la relacion concentracion de clorofilas (a y b), y firmeza son inversamente
proporcional al indice de madurez.

Palabras clave: Clorofila, indice de Madurez y Firmeza.

INTRODUCCION

El color que presentan los frutos es el principal atributo para su comercializacion, debido que influye
de manera visual en la aceptacién o rechazo del consumidor sin una evaluacién previa a sus
caracteristicas sensoriales y valor nutricional, por lo cual, es de gran importancia para la industria
alimentaria realizar andlisis de color mediante el uso de colorimetros y evaluacion sensorial (panel
de degustacion) en los alimentos. Se atribuye a la presencia de pigmentos: antocianinas y clorofilas,
los cuales, les confieren las tonalidades amarillas, verdes, anaranjadas, rojizas y violetas
caracteristicas, ademas de que la presencia en su composicidén cuantitativa y cualitativa, se relaciona
directamente con el estado de madurez, mostrado un contenido diferencial durante el proceso de
maduracion. Por su diversidad estructural y numerosas funciones, estan involucrados en el proceso
de la fotosintesis; previenen la salud de los seres humanos, por su significativa actividad
antioxidante.

TEORIA

En las plantas las clorofilas son los pigmentos responsables de otorgarles el color verde, localizadas
juntos a los carotenoides en los plastidios, son moléculas foto receptoras que se encargan de
transformar la energia luminica en energia quimica.

Estudios realizados en frutos demuestran que la concentracion de pigmentos clorofilicos disminuyen
en el proceso de maduracion, generando la formacion de pigmentos como los carotenoides, proceso
llamado caroteno génesis, en el cual, de forma ejemplar se presenta un pimentén, en el que se
exhibe un incremento en tonalidad roja y decremento en la tonalidad verde, por la biosintesis que se
esta llevando a cabo en los pigmentos localizados en los cromoplastos, como zeaxantina, [3-
criptoxantina o violaxantina, y una disminuciéon de los pigmentos presentes en los cloroplastos,
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como la luteina y neoxantina. Estos ultimos pigmentos, especificamente la Luteina, estan ligados
directamente con el proceso de la fotosintesis. Cabe mencionar que existen Frutas que no presentan
caroteno génesis, debido, a que en el transcurso del proceso de maduracion se mantiene la
concentracion de clorofilas y se degradan los carotenoides, como ocurre en la pulpa del aguacate,
donde el contenido total de estos pigmentos decrece de manera exponencial.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biolégico

Pulpa Fresca de Fruto de Guayaba (psidium guajava L.), en tres estados de madurez: 1.Guayaba
Verde (Estado I), 2. Guayaba Rayada (Estado Il), 3. Guayaba Amarilla (Estado lIlI).

1. Color del Fruto de Guayaba (psidium guajava L.)

Para medir objetivamente el color en los alimentos que son translucidos se utiliza el método tri
estimulo Hunter L,a,b. Este método se basa en la determinacion, por reflexion de la luz, de tres
parametros. El parametro "L", que mide el grado de luminosidad y varia desde 100 para el blanco
perfecto a 0 para el negro; los parametros "a" y "b", son indicativos de la cromaticidad, los valores
positivos de "a", estan relacionados con el color rojo y los negativos con el color verde; mientras que
los valores positivos del parametro "b", estan asociados con el color amarillo y los negativos con el
azul.

Para la medicién del fruto de guayaba se utilizd un colorimetro Mca. Hunter Lab MiniScan,
procediéndose de la siguiente forma: el colorimetro se calibré con una placa blanca de porcelana.
Los frutos de Guayaba (psidium guajava L.), se colocaron en un contenedor de cuarzo, para su
medicién en el equipo. Las lecturas se realizaron por serie n=10 con respecto a cuatro posiciones
localizadas 90° una respecto a la otra. Se midieron los valores de L, a, y b. Para determinar el tono,
el cual es calculado por Hue® (ecuacioén 1) y la saturacion del color, calculado a través de Chroma
(Ecuacién 2). El cual nos muestra la separacion de los tonos grises y se acerca a un color puro del
espectro.

Ecuacion 1

Hue®= tan ( ‘;’) Si a>uaci 0y b=0

Ecuacion 2

C=vVa? + b?

2. Firmeza

Se determino en n = 30 por triplicado, en la epidermis del fruto fresco de Guayaba (psidium guajava
L.), para los tres Estados de Maduracion (L,11L111), atreves del Texturometro XT21, los resultados se
reportaron en Newton (N).

3. Andlisis Cualitativo y Cuantitativo de Clorofilas

Se adicionan 30 ml de solucién de acetona-agua (90%) a 12 g de pulpa fresca de guayaba (Estados
de madurez: Il y ll), se agita en vortex 5 minutos, para dejar reposar 24 hrs, durante este periodo
es recomendable agitarlo 3 0 2 veces, después de 24 hrs volver agitar y posteriormente pasar la
solucion en tres tubos Falcén, Centrifugar durante 10 minutos. Leer 665, 645 y 630 nm, se utiliza
como blanco (acetona —agua 90%), el analisis se llevo a cabo en ausencia de luz.

Ecuacion 3.

Ca (mgAl -1) = (11,6 (D.0.665)) — (1,31 (D.0.645)) — ((0,14 D.0.630))
Cb (mgAl -1) = (20,7 (D.0.645)) — (4,34 (D.0.665)) — (4,42 (D.0.630))

Donde:
Ca, Cb y = concentraciones de clorofila “a” y “b” respectivamente.
D.O. = Densidad Optica Medida.
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RESULTADOS

En base a los resultados del analisis estadistico de Tukey HSD (P> 0.005) aplicado a las variables:
tonalidad, firmezan) e indice de Madurez (Tabla 1.), presentan diferencia significativa en los tres
estados de madures fisiologica del fruto de guayaba (psidium guajava L.), ademas de una relacion
inversamente proporcional de la firmeza con respecto al indice de Madurez.

Tabla 1. Analisis de Color, Firmeza ; ,indice de Madurez en psidium guajava L.
+ Desviacion Estandar Literales Iguales en la Columna Indica que no hay Diferencia Estadistica

(P<0.05).
Estado De Tonalidad Firmeza (N) indice
Madurez De Madurez
I Verde 88.35 + 0.001A N 12.12 + 0.004¢
Il Verde/Amarillo 65.38 + 0.002B N 16.34 + 0.0028
1 Amarillo 20.32 + 0.002¢ N 25.45 + 0.019A

La Tabla 2. Indica que la clorofila “@” y “b” Unicamente estan presentes Unicamente en las dos
primeras etapas de madurez fisiolégica (I y Il) del fruto de guayaba (psidium guajava L.) y su
concentracion va disminuyendo en durante el proceso de maduracion, presentando una variacion
significativa, debido que la clorofila “a” otorga el color verde-azul (verde Intenso) y la clorofila “b”
confiere el amarillo verde (verde), al fruto de guayaba.

Tabla 2. Analisis Cualitativo y Cuantitativo de Clorofila “a” y “b” en psidium guajava L.
+ Desviacion Estandar Literales Iguales en la Columna Indica que no hay Diferencia Estadistica

(P<0.05).
Estado De Clorofila (mg/L)
Madurez a b
I 2.916 £ 0.0218 1.472 £ 0.012A
Il 0.814 +0.003 0.336 +0.0018

CONCLUSIONES

El indice de Madurez es un parametro que no permite evaluar el estado de madurez fisioldgica que
poseen el fruto de guayaba (psidium guajava L.), esta relacionado inversamente proporcional con la
firmeza (Tabla 1.), para determinar la calidad del fruto, asi como el color que posee la epidermis del
fruto, la clorofila “a” otorga el color verde-azul (verde Intenso) y la clorofila “b” confiere el amarillo
verde (verde),unicamente se presentan en las dos primeras etapas de madurez fisioldgica (Tabla 2),
y se van degradando en el trascurso del proceso de Maduracién Fisiolégica e influyen en la
preferencia del consumidor, induciendo a la expectativa de sabor, gusto y palatabilidad, ademas de

su accion bioldgica relacionada con la respuesta inmune y antimutagénica.
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RESUMEN

El mezquite tiene una gran variedad de usos, la especie Prosopis laevigata es la mas comun en el
estado de Guanajuato, se le utiliza como madera, (incluso se elaboran hormas para zapatos en el
Municipio de Ledn) forraje, alimento como la harina y miel, por lo cual es necesario caracterizarlo
morfolégicamente para aprovecharlo, conservarlo, mejorarlo y generar su sustentabilidad.

En este trabajo se evaluaron 25 accesiones de la especie Prosopis laevigata, utilizando el método
de los componentes principales, por medio del cual se formaron tres grupos diferentes con las 14
caracteristicas morfologicas que se estudiaron, que explican el 69.801% de la varianza total. El
primer componente incluye las caracteristicas: Perimetro del tronco, Dosel y nimero de foliolos por
pina en cambio, la longitud de vainas, el numero de vainas en 1/20 de dosel, semillas por vaina y
numero de hojas en 20 cm. ayudaron a la formacién del segundo componente. El nUmero de pinas
asi como el numero de hojas en 20 cm y numero de ramas principales forman el tercer componente.
El cuarto componente esta formado basicamente por los pares de pinas en 20 cm y el nUmero de
ramas principales.

Se realiz6 un analisis jerarquico por medio del cual se gener6 un dendrograma que traza la cercania
genética entre las accesiones y muestra la variabilidad de las diferentes accesiones dentro de la
especie.

Hay tres distancias genéticas en las que se pueden separar las accesiones de mezquite. El primer
grupo formado por 12 accesiones de las cinco localidades, ubicadas a 10 unidades de distancia
genética; un segundo conjunto con 9 accesiones procedentes de Yuriria, Silao, Apaseo, Romita y
Pénjamo y casi 18 unidades; un tercero formado por otras 4 accesiones provenientes de Yuriria,
Silao y Apaseo a 24 unidades de distancia genética.

El analisis de conglomerado jerarquico se llevé a cabo por el Método de vinculacién inter-grupos de
las variables estudiadas y se generd la grafica de componentes rotados. La altura de fuste en cm
una variable que correlaciona negativamente con diez variables en estudio y que puede ser un factor
importante a considerar dentro del mejoramiento genético de especies del género Prosopis.
Palabras clave: Perimetro, tronco, altura, distancia genética, dosel, foliolos

INTRODUCCION

Segun Rzedowsky (1981), las especies del género Prosopis presentan dificultades para su
clasificacién taxonémica causada por la enorme variabilidad entre plantas individuales y entre
individuos dentro de una especie bien delineada y los hibridos generados entre diferentes especies.
El factor medio ambiental y su interaccion con el genotipo tiene efectos en la morfologia de gran
parte de las especies de Prosopis que varian con el medio ambiente donde se ubican, en
consecuencia hace que se presente una gran variacion genotipica y fenotipica, por lo que la labor
de los centros de investigacion con poblaciones nativas, se torna muy problematica y por lo mismo,
se requiere de una caracterizaciéon morfolégica sistematica de cada una de las accesiones que
componen el acervo de una coleccioén viva como la que se mantiene en el Estado de Guanajuato y
generar la sustentabilidad del género.

El objetivo del trabajo fue el estudiar la variabilidad y las relaciones filogenéticas entre 25 accesiones
de la especie de Prosopis laevigata Rzedowski (1981).

PARTE EXPERIMENTAL

Accesiones en estudio

Se evaluaron 25 accesiones de Prosopis laevigata, originarias de cinco localidades diferentes del
Estado de Guanajuato que son: Pénjamo, Romita, Apaseo el Alto, Silao y Yuriria. Las accesiones
fueron caracterizadas morfolégicamente y evaluadas por el programa Statistical Program of Social
Science (SPSS 18.0). Se evaluaron 14 caracteres para cada accesion: Perimetro del tronco, altura
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del fuste, numero de ramas principales, altura del arbol, dosel, pares de espinas en 20 cm., longitud
media de espina, numero de hojas en 20 cm, numero de pinas, numero de foliolos por pina, longitud
de vainas, grosor de vainas, semillas por vaina y numero de vainas en 1/20 de dosel.

Organizacion de datos

La matriz basica de datos (MBD) se construyé a partir de la informacién obtenida del muestreo de
plantas de cada accesion localizada dentro de las colecciones de Mezquites.

Analisis de datos

-Medidas para el anélisis de caracterizacion

Se llevé a cabo la caracterizacion morfologica del material por el método de los componentes
principales para identificar las variables que mas contribuyen a la varianza entre las plantas
evaluadas y el analisis de los conglomerados jerarquicos. Se estudié el arreglo entre las 25
accesiones y las 14 variables para establecer el indice de distancia, por medio de la distancia
Euclidiana; asi como el coeficiente de correlacion.

Las medidas descriptivas fueron calculadas para las cinco localidades. Los datos de las
caracteristicas morfolégicas fueron estandarizados con el programa SPSS 18 y se utilizaron para
construir la matriz de datos y obtener el dendrograma.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos de las accesiones fueron analizados con los estadisticos descriptivos de promedio y
desviacién estandar de cada variable. En la tabla 1 se reportan los resultados.

Para el caso de las accesiones de Apaseo el Alto la mayor desviacién la presentan las variables:
numero de ramas principales, dosel, pares de espinas en 20 cm., longitud media de espinas, no. de
foliolos por pina y grosor de vainas, lo que indica ser el grupo mas diverso; en cambio las accesiones
provenientes de Yuriria lo hacen en las variables perimetro del tronco y altura de fuste. El numero
de foliolos por pina, longitud de vainas y numero de vainas en 1/20 de dosel poseen la mayor
desviacién en el caso de los individuos de Romita. Las plantas originarias de Silao la tienen las
variables numero de hojas en 20 cm. semiterminales, nimero de pinas y en semillas por vaina, por
lo que las accesiones provenientes de Pénjamo son las mas parecidas.

Apaseo Apaseo

Pénjamo | Romita | El Alto Silao Yuriria | Pénjamo | Romita El Alto Silao Yuriria
1 43.8 | 116.2 S0.8 167 | 164.8 24.26 | 34321 | 556165 35657 | 76.45
2 87 64.4 | 155.2 27.2 99 15.72 | 42081 | =89.3835| 9.0388 | 103.1
3 2 2.4 2.8 2.8 2.4 0| o0.5477 | 120384 | 0.3267 | 0.548
4 5.6 8.2 7.4 12 10.2| 3.286| 139235 | 391152 3.23912 | 3.701
5 820 760 680 1120 1280 3347 | 2072 355.371 | 238.75 | 342.1
b 5.8 6.4 8.8 5.8 5.6 0.447 | o0.24s | s5.01995 | 23038 | 1.517
! 10.4 14.2 S.8 11 5.6 3.578 | 16422 478445 | 2.5155 | 0.854
8 36.4| 23.2| 304 46.4( 51.4| 1429 123518 | s8.28451 | 25126 | 22.74
9 2.4 2 2 2.8 2.8 0.894 0 0| 12.0e54 | 1.085
10 504 57.2| 314 61.2| 652 4.336| 15401 | 147919 21278 | 11.28
ik 158 16.2| 15.8| 18.2| 18.2( 2.168| 34205 | 142224 3.1937| 2.864
12 12.6 11| 116 11| 10.4| 0.894 | 12247 | 151658 2.2247 0.854
13 17.4| 208 15.6 18| 18.2| 1.342| 10954 | 054772 6.1237| 2.49
14 3540 | 3628 | 3210 | 3712| 3660| 205.4 | as751| 235854 35822 403.7

Tabla 1. Promedio y Desviacion estandar de las catorce caracteristicas morfolégicas de Prosopis
laevigata de cinco localidades del Estado de Guanajuato.

Nomenclatura: 1.- Perimetro del tronco. 2.- Altura de fuste. 3.- No. de ramas principales. 4.- Altura
de arbol. 5.- Dosel. 6.- Pares de espinas en 20 cm. 7.- Longitud media de espinas. 8.- No. de hojas
en 20 cm. 9.- No. de pinas. 10.- No. de foliolos por pina. 11.- Longitud de vainas. 12.- Grosor de
vainas. 13.- Semillas por vainas. 14.- No. de vainas en 1/20 cm.
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ANALISIS MORFOLOGICOS

Analisis de componentes principales

El analisis de Componentes principales dio como resultado que los cuatro primeros, constituyen el
69.801% de la varianza total (Tabla 2). El primero explica un 21.927 %, el segundo un 20.953%, el
tercero el 14.430% y el cuarto el 12.491% de la varianza.

Tabla 2. Valores diferencias y proporciones de varianza para los cinco principales componentes
entre 25 accesiones de Prosopis laevigata.

Componerte | Total | yaranza | Acumuiada
1 3.070 21.925 21.927
2 2.933 20.953 42.880
3 2.020 14.430 57.310
4 1.749 12.491 69.801

En el Primer componente, las variables que tienen mayor peso son: Perimetro del tronco, altura del
arbol y dosel con valores mayores a 0.840, variables que revelan una mayor contribucién a la
estructura de follaje; correlaciond de forma inversa la altura de fuste (Tabla 3) Para el segundo
componente, las variables mas influyentes son: Longitud la vainas, No. de vainas en 1/20 de dosel
y semillas por vaina con valores superiores a 0.630, de forma negativa lo hizo el grosor de vainas (-
0.656). Las variables mas destacadas del tercer componente son el nimero de pinas lo hace con un
valor y de 0.766 y de forma negativa la longitud media de espinas (-0.747). Joseua et al (2007)
encontraron que el numero de pinas por hoja tuvieron gran participacion en la formacién de cinco
grupos morfolégicos. En cambio, Burghardt et al. (2000), determinaron que variables como largo y
ancho de pina y longitud de foliolo evaluadas con analisis de componentes principales, fueron
adecuadas para diferenciar plantulas de 8 especies de Prosopis, cultivadas en condiciones
uniformes, en el Chaco semiarido del norte de Cérdova y sur de Santiago del Estero, Argentina. El
cuarto componente esta formado de las variables Pares de espinas en 20 cm y nimero de ramas
principales con valores superiores a 0.760
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Tabla 3. Matriz de componentes de la caracterizacion de Mezquite Prosopis laevigata de cinco
localidades del Estado de Guanajuato.

Perimetro del tronco cm
Altura de fuste cm

Numero ramas principales cm
Altura de arbol m

Dosel cm

Pares de espinas en 20 cm

Longitud media de espinas
mm
Numero de hojas en 20 cm

Numero de pinas

Numero de foliolos por pina
Longitud de vainas cm
Grosor de vainas mm
Semillas por vaina

No. de vainas en 1/20 de dosel

Componente

2 3 4

.018 .017 .085
-.057 146 .180
149 379 .784
.01 272 .138
.027 .341 -.110
-.142 -.189 .897
322 -.747 .002
.631 .387 .092
163 .788 .011
551 .256 -471
.809 .188 -.085
-.656 .249 -.077
.635 -.371 .017
752 .001 -.124

Analisis de la distancia genética entre diversas accesiones
El dendrograma obtenido por el método de vinculacion inter- grupos (Figura 1), divide en tres grupos
a las plantas en estudio. El primero formado por 12 individuos de Prosopis laevigata, con un
coeficiente de distancia de 10; mientras que para un segundo grupo esta formado por 9 individuos
ubicados, 3 procedentes de Silao, 2 de Yuriria, otros dos de Romita, uno procedente de Apaseo y
oriundo de Pénjamo con una distancia de 17.85 y el tercer grupo formado por cuatro individuos, de
los cuales se encuentran 2 en Yuriria, 1 en Silao y 1 en Apaseo lo cual puede interpretarse como
que la variacion de Prosopis laevigata es intermedia. En cambio Joseau, et al (2007) encontraron
cinco grupos en su estudio hecho en Argentina con Prosopis chilensis, P. flexuosa, P. albay P. nigra,
a un nivel del 70%, que es el equivalente a una distancia de 17.5.
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Component Plot in Rotated Space

Cuadro de 1exto

Figura 1. Dendrograma de distancia obtenido a partir de 25 accesiones de Prosopis laevigata de

cinco localidades del Estado de Guanajuato.
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CONCLUSIONES

1.

El Mezquite procedente de Apaseo el Grande mostré la mayor variabilidad de entre las cinco
localidades en estudio (Con una distancia que varia de 0.974 hasta 25 unidades de distancia
genética).

Las accesiones oriundas de Pénjamo presentaron la segunda posicion en cuanto a
variabilidad, con una distancia genética de 1.0 hasta 20.833 unidades de distancia genética.
Las accesiones Provenientes de Silao mostraron la menor variabilidad genética (ser el
grupo mas compacto, con una distancia que va desde 12.66 hasta 15 unidades de distancia
genética.

Se requiere continuar los estudios para otras localidades del Estado de Guanajuato

Deben hacerse estudios comparativos de plantas madre y su descendencia.
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD FITORREMEDIADORA DE PISTIA STRATIOTES L. EN
AGUA CONTAMINADA CON PLOMO (PB).
Erick Rodolfo Lopez Almanza, Laura Edith Aguilera Segoviano

Instituto Tecnoldgico Superior de Abasolo. erick.almanza@tecabasolo.edu.mx

RESUMEN

En Guanajuato las fabricas de alimentos, bebidas, tabaco y ropa son la principal fuente de
contaminacién del agua y el aire de acuerdo con el Registro de Emisiones y Transferencia de
Contaminantes de Guanajuato. La industria textil contamina el 38% del agua, la industria alimenticia
contamina el 34.1%, la industria de bebidas y tabaco el 21.7%, el curtido el 5.1%, la produccion de
aparatos eléctricos y vehiculos el 0.2 %; en cada caso, los principales contaminantes emitidos por
estas industrias son plomo, niquel, cromo, cadmio, cianuro, arsénico y mercurio, de los cuales
destaca el plomo ya que representa el 56.9% de la contaminacion del agua. La lechuga de agua
(Pistia stratiotes), es una planta hiperacumuladora, se ha empleado en la fitorremediacién de sitios
contaminados con Cr, Cu, Cd y Hg, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la factibilidad
de usar Pistia stratiotes como organismo fitorremediador de Pb. Se usaron tres tratamientos distintos,
el tratamiento uno (T1) conformado por 6 mg/L de Pb, el tratamiento dos (T2) de 0.5 mg/L de Pb y el
tratamiento tres (T3) de 0.005 mg/L de Pb. Cada disolucion se disolvio en diez litros de agua y se les
colocaron 5 plantulas de P. stratiotes a cada tratamiento, se usé un control negativo el cual no tenia
la presencia del contaminante. Los tratamientos se monitorearon durante dos meses, se utiliz6 un
meétodo colorimétrico simple modificado para determinar plomo, observando una reduccién del
46.72%, 99.6% y 99.2% respectivamente para cada concentracion. Lo que indica que P. stratiotes
puede usarse como una planta hiperacumuladora para la remocién de Pb, con un bajo impacto
ambiental debido a que la especie utilizada es de facil propagacion y eliminacion.

INTRODUCCION

En la ultima década, la contaminacion por plomo (Pb) ha cobrado una mayor relevancia debido a
que las afectaciones a la salud son severas, la exposicidon a este metal puede provocar desde
trastornos digestivos, dolores musculares, calambres y presion arterial elevada eso en condiciones
agudas, en condiciones crénicas puede causar anemia, como consecuencia de que el plomo inhibe
la sintesis del grupo hemo de la hemoglobina'. También se observan alteraciones en los sistemas
nerviosos central y periférico, higado, rifndn y tejido éseo., hasta afectaciones mas severas al cerebro
y al sistema nervioso, se ha reportado que en concentraciones minimas llega a provocar anemia en
mamiferos y su presencia en ecosistemas acuaticos puede llegar a provocar perturbaciones en los
organismos presentes y también puede entrar a las cadenas alimenticias, provocando una
bioacumulacion. Por tal motivo se plantea el uso de la biorremediacion para el tratamiento de este
contaminante. La biorremediacion es una tecnologia emergente que utiliza el potencial metabdlico
de organismos vivos (plantas, algas, hongos y bacterias) para absorber, degradar o transformar los
contaminantes y retirarlos, inactivarlos o atenuar su efecto en suelo, agua y aire?. Uno de los
mecanismos de la biorremediacion es la fitorremediacién la cual es un proceso que utiliza plantas
(terrestres o acuaticas) para remover, transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes
(organicos e inorganicos) en agua, suelos, lodos y sedimentos, actualmente se tiene un aproximado
de 400 especies de plantas que poseen la capacidad de absorber alguna sustancia. Un claro ejemplo
es Pistia stratioites conocida comunmente como lechuga de agua, la cual es una planta flotante que
crece naturalmente en lagunas y arroyos en regiones con climas tropicales a templados, esta planta
se considera que es una planta hiperacumuladora, se ha reportado que P. stratiotes tolera altas
concentraciones de Ag, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb y Zn, donde mostro una mayor tolerancia a Zn y la
menor a Hg3. El plomo se utiliza cominmente en la fabricacion de productos tales como baterias,
pigmentos, aleaciones, ceramicas, plasticos, municiones, soldaduras, cubiertas de cables, plomadas
y armamento. También se utiliza en la elaboracion de equipo para la fabricacién de &cido sulfurico,
refinamiento de petréleo, aditivo de gasolinas y procesos de halogenacion*. En el estado de
Guanajuato, hay 22 puntos criticos de contaminacién de agua, aire y suelo; los rios Temascatio,
Turbio, Batan, Laja, Lerma y la presa La Purisima estan contaminados con raticidas, solventes
petroquimicos, plomo, niquel, mercurio, arsénico y diversos desechos industriales®. Aunado a esto
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se ha reportado la presencia de plomo, en presas de jales mineros ubicadas en la regién lll-Centro-
Oeste del estado de Guanajuato, con valores superiores a los permitidos por la normatividad
ambiental®.

METALES PESADOS

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos que presentan una densidad alta. No
todos los metales de densidad alta son especialmente téxicos en concentraciones normales (algunos
de ellos son necesarios para el ser humano). No obstante, hay una serie de metales pesados mas
conocidos por su tendencia a representar serios problemas medioambientales el mercurio (Hg), el
plomo (Pb), el cadmio (Cd) y el talio (TI), asi como el cobre (Cu), zinc (Zn) y cromo (Cr). En ocasiones
se incluye al hablar de contaminacién por metales pesados a otros elementos toxicos ligeros como
el berilio (Be) o el aluminio (Al), o algin semimetal como el arsénico (As)’.

PLOMO

El plomo es un metal toxico presente de forma natural en la corteza terrestre. Su uso generalizado
ha dado lugar en muchas partes del mundo a una importante contaminacion del medio ambiente, un
nivel considerable de exposicion humana y graves problemas de salud publica. Los nifios de corta
edad son especialmente vulnerables a los efectos téxicos del plomo, que puede tener consecuencias
graves y permanentes en su salud, afectando en particular al desarrollo del cerebro y del sistema
nervioso. El plomo también causa dafios duraderos en los adultos, por ejemplo, aumentando el
riesgo de hipertension arterial y de lesiones renales. En las embarazadas, la exposicion a
concentraciones elevadas de plomo puede ser causa de aborto natural, muerte fetal, parto prematuro
y bajo peso al nacer, y provocar malformaciones leves en el feto®.

Afectaciones al medio ambiente por plomo

El plomo se encuentra de manera natural en el medio ambiente, pero las afectaciones a este se dan
por las grandes concentraciones del metal producto de la actividad humana. Las particulas grandes
precipitaran al suelo o a las aguas superficiales, las particulas mas pequefias viajaran largas
distancias a través del aire y permaneceran en la atmosfera y posteriormente volveran a caer a la
tierra cuando llueva. El plomo se acumula en los cuerpos de los organismos acuaticos y organismos
del suelo, experimentando efectos en su salud por envenenamiento debido a la prolongada
exposicion al metal®. Los efectos sobre los crustaceos pueden tener lugar incluso cuando solo estan
presentes pequefias concentraciones de Pb dentro de su habitat. En el caso del fitoplancton sus
funciones pueden ser perturbadas con la presencia del Pb. El fitoplancton es una fuente importante
de produccion de oxigeno en mares y muchos grandes animales marinos lo ingieren, en el caso del
ambiente terrestre las plantas se ven afectadas debido a que el Pb limita la sintesis de clorofila y
concentraciones altas perjudican su crecimiento©.

Fitorremediacion

La fitorremediacion es un proceso que utiliza plantas para remover, transferir, estabilizar, concentrar
y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en agua, suelos, lodos y sedimentos, por medio
de la utilizacién de plantas que tengan la capacidad fisiolégica y bioquimica para absorber, retener,
degradar o transformar dichas sustancias a formas menos toxicas, esta técnica tiene mas ventajas
frente a las tradicionales técnicas fisico-quimicas, entre las que se puede destacar su menor coste
econdmico, su aproximacion mas respetuosa con los procesos ecoldgicos del ecosistema edéfico, y
el hecho de ser una tecnologia social, estética y ambientalmente mas aceptada'’. Puede aplicarse
tanto in situ como ex situ. EI mecanismo de la fitorremediacion a su vez cuenta con una serie de
fitotecnologias las cuales se basan en los mecanismos fisioldgicos basicos que tienen lugar en las
plantas y en los microorganismos asociados a ellas, tales como: traspiracion, fotosintesis,
metabolismo y nutricidn que pueden aplicarse para la degradacion de contaminantes organicos o
inorganicos, estos mecanismos comprenden la fitoextraccion, fitoestabilizacion, fitoinmovilizacion,
fitovolatilizacion, fitodegradacion, rizofiltracion y rizodegradacion2.

Lechuga de agua (Pistia stratiotes)

La lechuga de agua o repollito de agua (Pistia stratiotes) es una planta flotante que crece
naturalmente en lagunas y arroyos de las regiones tropicales a templadas del mundo, por su gran
valor ornamental pueden utilizarse para decorar acuarios, invernaderos, pequefios estanques o
lugares muy humedos situados en la proximidad de las corrientes de agua (Fig. 1), siendo ademaés
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una gran ayuda para controlar las floraciones masivas de algas, con quienes compiten por los
alimentos disponibles en el agua's.

Fig. 1. Lechuga de agua (Pistia stratiotes)

La lechuga de agua se considera una planta hiperacumuladora, ya que se ha empleado en la
fitorremediacioén de sitios contaminados con Ag, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni y Zn. Se ha reportado el uso de
P. stratiotes para la fitorremediacion de Cobre Il, demostrando que al alcanzar su etapa adulta y al
ser removida a una solucién acuosa con Cobre Il, removié el 70% del contenido de cobre en un
periodo de 6 horas, por lo que es capaz de descontaminar aguas residuales con la presencia de este
metal’4. También se ha demostrado en estudios realizados en estanques que P. stratiotes posee una
capacidad superior de remocién de DBO en comparacion con plantas de lodos activados'®. Por esta
razon se propone en este proyecto el uso de esta planta para la remocién plomo en agua
contaminada con dicho metal.

PARTE EXPERIMENTAL

Se prepararon tres soluciones de concentracién conocida de plomo para utilizarse en los
tratamientos con la planta, para esto se utilizé el compuesto Pb(NO3)2 ya que el plomo presente en
esta molécula es plomo divalente. En la Tabla 1 se muestran las concentraciones de las soluciones
preparadas con el compuesto y el valor correspondiente al Pb*2.

Solucién 1 Solucién 2 Solucién 3
Pb(NOs3)2 12 mgl/l 2 mgl/l 0.1 mgl/l
Pb*2 7.508 ppm 1.2513 ppm 0.0625 ppm

Tabla 1. Concentracion de las soluciones preparadas

Posteriormente se establecieron los tratamientos de remediacién utilizando peceras con capacidad
de 20 litros, el primer tratamiento (T1) estuvo conformado por: P. stratiotes + solucion 1 (7.058 ppm),
el segundo tratamiento (T2) estaba conformado por: P. stratiotes + solucion 2 (1.2513 ppm), el tercer
tratamiento (T3) estaba conformado por: P. stratiotes + solucién 3 (0.0627 ppm), se usé también un
control, conformado uUnicamente por la planta. Los tratamientos fueron monitoreados durante un
lapso de tres semanas, analizando semanalmente la concentracién de Pb.

Para determinar la concentracion de plomo, se usé una modificacion de un método para determinar
Pb de esmaltes ceramicos'®, el cual es un método colorimétrico simple para la determinacion
cuantitativa de plomo en soluciones acuosas. El método consiste basicamente en precipitar plomo
del acetato como sulfuro de plomo y de esta forma tener una coloracién obscura a mayor
concentracion de plomo. La determinacion cuantitativa de la concentracién de plomo se obtiene por
medio de la comparacion visual de la muestra a analizar con las muestras patron con una
concentracion ya conocida. Se colocaron 200 gramos aproximadamente de pirita de hierro en un
matraz (matraz I), enseguida se agregaron 150 ml de agua en otro matraz (matraz Il), y mediante un
embudo de vidrio colocado en el matraz | se afiadio acido clorhidrico (50% en volumen), obteniendo
de esta forma acido sulfhidrico gaseoso. Las muestras patrén y las muestras tomadas de los
tratamientos semanalmente se sulfhidraron al momento del burbujeo y precipitaron por completo el
sulfuro de plomo, obteniendo coloraciones que van del amarillo claro (2 ppm) al café (10 ppm).
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Fig. 2 Dispositivo de sulfhidracion

Las muestras patrén estuvieron conformadas por las siguientes concentraciones de Pb, las cuales
se muestran en la Tabla 2.

Muestra Concentracion
(ppm)
1000
20
10

8

6

4

2
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Tabla 2. Concentracién de las muestras patrén

RESULTADOS

Las muestras patrén adquirieron las coloraciones deseadas que van de un café obscuro pasando
por varios tonos de café hasta llegar a un color casi transparente con lo que se pudo realizar la
comparacioén con las muestras problema, tal como se muestra en la Fig.3.

Fig.3 Sulfhidracion de las muestras patron.

Utilizando las muestras patrén, se comparé las muestras sulfhidradas de los tratamientos, en la tabla
3, se muestran las variaciones de la concentracion de plomo en el transcurso del lapso del
tratamiento.
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Tratamiento Concentracion Semana1 Semana2 Semana3 Porcentaje de

inicial (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) remocion (%)
T1 7.508 6 4 46.72
T2 1.2513 0.5 0.005 99.6
T3 0.0625 0.005 0.0005 99.2

Tabla 3. Concentracién semanal de plomo y porcentaje final de remocién.

Como se puede observar en la tabla anterior, no se muestran los datos de la semana tres ya que no
hubo variacién en la concentracion del ion, tal vez por una saturacién en las raices de la planta o un
posible dafio en la fisiologia de la planta provocada por el contaminante.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede inferir que Pistia stratiotes puede utilizarse como
organismo fitorremediador para el tratamiento de cuerpos de agua contaminados con plomo. Como
se puede apreciar el tratamiento que en el cual se tuvo una mayor remocion del contaminante fue el
tratamiento T2, el cual contiene la concentracién intermedia, si bien en los tratamientos T1 y T3
también mostro una notoria remociéon se recomienda utilizar este proceso para tratar aguas
contaminadas en concentraciones con rangos de 0.05 ppm hasta 2 ppm aproximadamente para que
el proceso sea mas eficaz y se remueva un porcentaje mayor del Pb. En el caso de concentraciones
mayores a las indicadas, P. stratiotes se podria utilizar como parte de un tren de tratamientos para
contrarrestar el porcentaje menor de remocion. Otra forma de aumentar este porcentaje podria ser
aumentar el numero de plantas utilizadas en el tratamiento. Por el tipo de planta utilizada en el
proceso, se cree que el mecanismo de fitorremediacion realizado por P. stratiotes es una rizofiltracion
o una fitoacumulacién. Con esto, se demuestra que Pistia stratiotes puede ser usada como una
nueva opciéon de remediacion para el tratamiento de aguas contaminadas con plomo.

BIBLIOGRAFIA

1. Universidad Politécnica de Valencia. (2012). Manejo del plomo, sus derivados y sus
residuos. Recuperado 18 abril, 2018, de https://www.sprl.upv.es/IOP_SQ_38.htm

2. Castillo Rodriguez, F. (2005). Biotecnologia ambiental (No. 660.6 B616b). Madrid, ES: Edit.
Tébar.

3. Gratdo, P. L., Prasad, M. N. V., Cardoso, P. F., Lea, P. J., & Azevedo, R. A. (2005).
Phytoremediation: green technology for the clean up of toxic metals in the environment.
Brazilian Journal of Plant Physiology, 17(1), 53-64.

4. ;Cuales son los usos del Plomo? (2015). Recuperado 18 April 2018, a partir de
http://www.retc.cl/cuales-son-los-usos-del-plomo/

5. Garcia, C. (2014). En Guanajuato, 22 puntos criticos de contaminacién. La Jornada, p. 23.
Recuperado a partir de http://www.jornada.unam.mx/2014/01/02/estados/023n1est

6. Cordova de la Cruz, S., & Esparza Claudio, J. (2016). Generacion de escenario de potencial
de contaminacion en el acuifero Silao-Romita, en Guanajuato. REALIDAD, DATOS Y
ESPACIO REVISTA INTERNACIONAL DE ESTADISTICA Y GEOGRAFIA, 7(2), 40-56.
Recuperado a partir de http://www.inegi.org.mx/rde/2016/05/02/generacion-de-escenario-
de-potencial-de-contaminacion-en-el-acuifero-silao-romita-en-guanajuato/

7. Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente. (s.f.). Metales pesados.
Recuperado 19 abril, 2018, de http://www.mapama.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-
ambiental/temas/atmosfera-y-calidad-del-aire/emisiones/prob-amb/metales_pesados.aspx

8. OMS. (2017, agosto). Intoxicacion por plomo y salud. Recuperado 19 abril, 2018, de
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs379/es/

9. Burger, M., & Pose Roman, D. (2010). Plomo Salud y Ambiente- Experiencia en Uruguay
(pp. 107-104). Montevideo: Organizacion Panamericana de la Salud.

10. Heller, J. (2017). Intoxicacion con plomo: MedlinePlus enciclopedia médica.
Medlineplus.gov. Recuperado 20 April 2018, a partir de
https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/002473.htm

34



DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Crespo, C. G, Epelde, L., & Soto, J. M. B. (2008). Fitorremediacién: una tecnologia verde
para la recuperacion de suelos contaminados. El Ecologista, (57), 40-41.

Delgadillo-Lopez, A. E., Gonzalez-Ramirez, C. A., Prieto-Garcia, F., Villagébmez-lbarra, J. R.,
& Acevedo-Sandoval, O. (2011). Fitorremediacién: una alternativa para eliminar la
contaminacion. Tropical and subtropical Agroecosystems, 14(2), 597-612.

Velde, S., & Dauner, E. (1999). El Libro de las plantas acuaticas. Barcelona: Hispano
Europea.

Torres, G., Navarro, E. A., Languasco, J., Campos, K., & Cuizano, N. (2007). Estudio
preliminar de la fitorremediacion de cobre divalente mediante Pistia stratioides (lechuga de
agua). Descargado. de http://cienciaescolar.
net/proyectos/wpcontent/uploads/2009/09/Art_14_Torres_lechuga_agua. Pdf el, 15.
GARCIA TRUJILLO, Z. (2012). Comparacioén y evaluacién de tres plantas acuaticas para
determinar la eficiencia de remocién de nutrientes en el tratamiento de aguas residuales
domeésticas. Universidad Nacional De Ingenieria.

Diaz, A., Garcia, J., Ocampo, J., & Valdez, A. (1980). METODO COLORIMETRICO SIMPLE
PARA DETERMINAR PLOMO SOLUBLE EN ESMALTES CERAMICOS. Revista Mexicana
De Fisica, 26(3), 525-530. Recuperado a partir de
https://rmf.smf.mx/pdf/rmf/26/3/26_3 525.pdf

35



DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

ANALISIS DE LA COMUNIDAD DE Trichoderma spp. EN CULTIVO DE SORGO
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Gerardo Vazquez Marrufo

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

RESUMEN

El sorgo (Sorghum bicolor) es un cereal que pertenece a la familia de las gramineas, y representa el
cuarto cereal en importancia en siembra a nivel mundial después del maiz, arroz y trigo. Se utiliza
para el consumo humano directo, la produccion animal mediante la utilizacién del grano y de la planta
como forraje. México es el segundo productor mundial de sorgo, produciendo anualmente 6 millones
de toneladas promedio. Los estudios sobre la comunidad de hongos asociada a cultivos de sorgo
son escasos. Soélo se han analizado especies fungicas de uno o dos compartimentos de la planta,
de un agroecosistema y no se comparan entre los compartimentos. En este trabajo se analizan las
especies fungicas en los distintos compartimentos para comprender la asociacion planta-
microorganismo y asi encontrar especies de interés agronémico, biotecnoldgico e industrial, como
son las especies del genero Trichoderma. De un cultivar de sorgo controlado, se seleccionaron 5
cuadrantes de los que se obtuvieron muestras de tejido foliar, raiz y suelo, por triplicado. Se usé6 agar
papa dextrosa suplementado (rosa de bengala, cloranfenicol y sulfato de estreptomicina) para el
aislamiento directo y agar papa dextrosa suplementado (cloranfenicol) para el aislamiento del cultivo
axénico. Se seleccionaron aquellos aislados que presentaban caracteristicas morfoldgicas distintas
de tal forma que se obtuvieron 49 aislados enddfitos: 27 aislados de tejido foliar, 22 aislados de raiz
y 99 aislados de suelo. Del total de aislados, se encontr6 que habia especies del género
Trichoderma: 5 de Tejido foliar, 4 de raiz y 20 de suelo cuya morfologia es diferente. Lo anterior
indica que cada nicho o compartimento presenta su propia comunidad y esto habla de la versatilidad
de especies del genero Trichoderma en un mismo cultivo.

INTRODUCCION

El sorgo es un producto agricola que se utiliza para diversos fines que incluyen el consumo humano
directo, la produccion animal mediante la utilizacién del grano y de la planta como forraje, por lo que
es ampliamente cultivado alrededor del mundo, produciéndose alrededor de 60 millones de
toneladas anuales promedio en los ultimos 10 afios hasta el 2016. La produccion mundial de sorgo
se concentra en ocho paises, siendo Estados Unidos el principal cultivador con una participacion del
18 por ciento del total seguido de Nigeria y México, que participan con alrededor del 10% cada uno'.
El segundo lugar que ocupa México como productor global de sorgo lo debe a una produccion anual
de 6 millones de toneladas promedio, pero, ademas, México es el segundo consumidor mundial de
este grano, destinandose el 95% a consumo forrajero y el resto a consumo humano y usos en la
industria. La produccion nacional se concentra principalmente en Tamaulipas, Guanajuato, Sinaloa,
Michoacan y Nayarit. Siendo Michoacan el 4° productor nacional de dicho cereal, produciendo 0.6
millones de toneladas anuales promedio’. Una amplia gama de hongos ha sido identificada como
fitopatdégenos o productores de micotoxinas asociados a cultivos de sorgo, siendo las especies mas
comunes de los géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Helminthosporium, Phoma,
Cladosporium, Chaetomium y Curvularia, otros géneros representativos son Colletrotrichum,
Pericona, Rhizopus, Mucor, Trichotecium, Trichoderma'y Cephalosporium. Los cuales se pueden ser
endofitos de raiz y en tejido foliar asi como también encontrarlos en sueloZ2.

Los estudios sobre la comunidad de hongos asociada a cultivos de sorgo son escasos.
Recientemente, empleando una combinacién de pirosecuenciacion y secuenciacion de Sanger de
las regiones ITS y 18S de rDNA, asi como el aislamiento en cultivo axénico, se identificaron 33
especies de ascomicetes asociados a semillas y plantulas de sorgo crecidas in vitro®. Otro estudio
basado unicamente en el aislamiento en cultivo axénico identificé a aislados de Aspergillus (28.7%),
Alternaria (22.9%) y Penicllium (13.4%) como los mas abundantes en tejidos de plantas de sorgo “.
Los hongos fitopatdogenos asociados al cultivo de sorgo en México son Fusarium moniliforme 5 6,
Macrophomina phaseolina -8, Sporisorium reilianum, Peronosclerospora sorghi, Claviceps africana
7y Sclerotium rolfsii 8. En el caso particular de Michoacan, los fitopatdgenos asociados a sorgo,
incluidas plantas de Sorghum sp., S. bicolory S. vulgare, son Peronosclerospora sorghi, C. africana,
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F. moniliforme, Cercospora sorghiy Sporisorium reilianum °. En México se han obtenido aislados de
Trichoderma spp. a partir de suelo en donde se ha cultivado sorgo. Las especies identificadas
mediante criterios morfolégicos en combinacion con el andlisis de la secuencia ITS fueron T.
atroviride, T. harzianum, T. reesei, T. longibrachiatum, T. koningiopsis y T. citrinoviride '°. Las
especies del género Trichoderma destacan entre las mas utilizadas para el biocontrol de patégenos
fungicos del suelo ' 2, debido a una eficiente colonizacion de la rizosfera estableciéndose
rapidamente en las comunidades microbianas de la misma, lo que les permite ejercer un control
sobre la micoflora patogénica y favorecer la salud de la planta mediante la estimulacion del
crecimiento 3. La diversidad de la comunidad de especies de Trichoderma en distintos estudios
muestra resultados contrastantes, dependientes de la escala del muestro y el tipo de
nicho/compartimento del ecosistema analizado. Asi, al analizar la rizésfera de areas con distinto tipo
de vegetacion a lo largo de laisla de Tenerife (Espafia), se encontré solo a las especies T. harzianum,
T. spirale, T. cf. tomentosum, T. gamsii, T. viridescens, T. viride y T. viride Ve’ 4. Al realizar la
comparacién entre dos bosques templados del centro de Europa, el analisis de la comunidad de
suelo de Trichoderma mostré la presencia de 15 especies distintas, con predominancia de T.
asperellum y dos taxa posiblemente nuevos para el género 5. En relacién a areas agricolas, el
analisis de rizosfera de plantaciones de café en Etiopia mostré la presencia de las especies T.
harzianum sensu lato, T. hamatum, T. asperelloides, T. spirale, H. atroviridis/T. atroviride, H.
koningiopsis/T. koningiopsis, T. gamsii, T. longibrachiatum 6. A nivel de planta, se ha encontrado
que en hojas de cacao practicamente la Unica especie presente es T. asperellum V7. Por otra parte,
evidencia filogenética y ecoldgica indica que, dentro de un mismo ecosistema, a nivel global, existen
especies de Trichoderma spp. especificas de tejido foliar de las plantas, asi como aquellas que son
especificas de suelo 18.

La evidencia bibliografica indica que, al analizar los compartimentos de un ecosistema,
particularmente de un agro-ecosistema, se encontrara baja diversidad de especies de Trichoderma
en cada compartimento analizado, pero las especies seran distintas entre éstos. Adicionalmente,
cuando se realizan analisis para evaluar la comunidad de Trichoderma spp. en agroecosistemas, se
estudia de manera independiente a las especies enddfitas de raiz de las de tejido foliar y las de
suelo, por lo que a la fecha no existe ningun estudio en el que de manera simultdnea se estudie la
diversidad de especies en los tres tipos de muestras.

PARTE EXPERIMENTAL

Descripcion del area de estudio y muestreo:

Cultivo de sorgo controlado, en el municipio de Tarimbaro del Estado de Michoacan, ubicado en las
coordenadas 19°48’ de latitud norte y 101°10’ de longitud oeste, a una altura de 1,860 metros sobre
el nivel del mar. Su clima es templado con lluvias en verano. El area de cultivo es de 25000 m2, tiene
una precipitacion pluvial anual de 609.0 milimetros y una temperatura promedio de 25° C 9,
Obtencion de las muestras:

El muestreo se realizé estableciendo cinco transectos de 13 m de ancho sobre los cuales se caminé
en zigzag tomando tres muestras de suelo y tres plantas por transecto. El muestreo de suelo se
realizé con un muestreador de 50 cm de longitud y 20 cm de diametro. Las muestras de plantas y de
suelo se colocaron en bolsa de plastico para su traslado al laboratorio. El suelo se secé y se proceso
para hacer diluciones en la misma semana de colecta de las muestras. Las plantas se lavaron y para
el aislamiento de hongos se procesaron en la misma semana de colecta, como se describe mas
adelante.

Aislamiento de hongos de muestras foliares y de raiz:

Para el aislamiento de hongos de tejido foliar y de raiz se hicieron cortes de 5 mm de las muestras
foliares o raiz con signos de infeccién y sin dafio aparente. Estos fragmentos se desinfectaron con
solucién de Hipoclorito de Sodio al 5% (p/v) y posteriormente se realizaron dos lavados con agua
destilada. Las muestras se secaron con papel estéril y se colocaron en los medios correspondientes
descritos, incubando de 2 a 7 dias a 28 °C.

Aislamiento de hongos de muestras de suelo:

Las 3 muestras obtenidas por transecto se homogeneizaron en una de la cual se tomé 1g y se diluyé
en 10 mL de agua destilada, de dicha suspension se realizaron diluciones seriales para obtener una
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dilucién 10-4. De cada dilucion se tomé una alicuota de 250 L la cual se distribuyé homogéneamente
en los medios de cultivo y se incubaron de 2 a 7 dias a 28 °C.

Medios de cultivo:

Para el aislamiento de cepas fungicas del tejido foliar y de raiz se usé medio agar dextrosa papa
(PDA, Bioxon USA) suplementado con rosa de bengala (0.02g/L), cloranfenicol (0.3 g/L) y sulfato
de estreptomicina (0.02 g/L), ajustado a un pH de 5.0.

Para aislar cepas del género Trichoderma de muestras de tejido foliar, de raiz y suelo; se usé el
medio selectivo de Trichoderma (TSM) el cual contiene por litro: 0.2 g de MgS0O4-7H20, 0.9 g de
K2HPO4, 1.0 g de NH4NOs3, 0.15 g de KCI, 0.15 g de rosa Bengala, 3 g de glucosa, 20 g de agar y
950 mL de agua destilada. Los ingredientes antimicrobianos y fungicidas (todas las cantidades son
por litro) son: 0,25 g de cloranfenicol, 9.0 mL de solucién madre de estreptomicina (1% p / vol), 0,2
g de quintozeno y 1,2 mL de propamocarbe (772 g de ingrediente activo por litro). Todo en 40 mL de
agua destilada estéril y la mezcla se anade al medio basal enfriado.

RESULTADOS

Se obtuvieron aislados de cada uno de los 5 compartimentos del sorgo que se numeran en la Tabla
1. Las letras que representan los aislados de cada compartimento son: F de tejido foliar, R de Raiz
y S de Suelo; mientras que los niumeros contiguos a las letras, representan al transecto. La
comunidad representa el numero total de aislados y la diversidad, el nUmero de aislados distintos
entre si por transecto. De los aislados obtenidos, se buscaron aquellos que presentaban similitud
morfolégica; de estos, se selecciond un aislado y el resto se descartaron. Asi es que so6lo se trabajo
con aquellos que eran distintos por cada transecto. De esta manera, se seleccionaron las especies
del género Trichoderma.

En la Tabla 1 se observa que hay un mayor nimero de aislados en las muestras de suelo, aunque
no hay diversidad, predominando las especies de Trichoderma. En el caso de las muestras de tejido
foliar, hay una mayor comunidad de hongos que en la raiz asi como una ligeramente mayor
comunidad; sin embargo, el nimero de especies de Trichoderma es practicamente el mismo en
ambos tipos de tejido. El siguiente paso consistira en identificar a las especies de Trichoderma y
analizar su diversidad.

Tabla 1: Aislados fungicos de un cultivo de sorgo.

Nicho/Transe F F F F F R R R R R S S S S S
cto 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Comunidad 7 9 1 6 8 7 6 9 5 6 1 2 2 2 1
2 8 2 3 0 6
Diversidad 5 5 8 4 5 7 4 5 3 3 - - - - -
Trichoderma 5 4 20
CONCLUSIONES

Cada uno de los compartimentos del cultivo de sorgo aqui estudiado, muestra una interesante
diversidad en su comunidad fungica. Existen diferencias entre el nimero de los aislados en cada
compartimento y se observé que existe baja diversidad de especies del género Trichoderma para
tejido foliar y raiz (5 y 4, respectivamente) en comparacion con el nimero de especies en suelo (20).
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RESUMEN

El chicozapote es un frutal tropical no tradicional poco explotado, considerado en América como
exotico; es muy propagado en paises asiaticos y se cultiva en 14 estados de México. El chicozapote
Betawi, ha tenido mejor valor comercial, pero la falta tecnologia para su cultivo justifica este estudio.
El objetivo fue conocer el rendimiento y caracterizacion de los frutos establecidos a diferentes
densidades de plantacion con cubierta plastica y suelo desnudo. El chicozapote se establecié en el
2005, en el Campo Experimental Cotaxtla, en Veracruz; los arboles estan establecidos a una
densidad de 156, 312, 625, 1250 arboles ha''; las densidades de 625 y 1250 arboles ha' se
establecieron con y sin acolchado plastico. Los datos corresponden a la cosecha de 2017. El disefio
experimental fue bloques al azar con cuatro repeticiones. Se midié rendimiento, diametro polar,
diametro ecuatorial y peso de fruto, sélidos solubles totales (SST), acidez titulable. La densidad de
625 arboles ha' superd en un 213.82% a la densidad de 1 250 arboles ha', 156 y 312 arboles ha.
En la densidad de 625 arboles ha' los chicozapotes con acolchado plastico tuvieron un rendimiento
de 12 t ha'superior a los chicozapotes sin acolchado plastico. Los frutos de la densidad de 156
arboles ha' pesaron 211 g. En las densidades de 156 y 312 arboles ha' los frutos tuvieron un
diametro polar entre 9 y 8 cm, en el diametro ecuatorial la media para los tratamientos fue de 6.6 cm.
En la densidad de 312 arboles ha! se obtuvo 5.25 ° Brix, superior al resto (0=0.922), y en la acidez
total titulable del fruto la media fue de 0.019 %. El mayor rendimiento de chicozapote fue en la
densidad de 625 plantas ha™! y los chicozapotes con acolchado plastico tuvieron mejor rendimiento.

INTRODUCCION

El chicozapote Manilkara zapota (L.) P. van Royen, es uno de los frutos tropicales mas importantes
de la familia sapotaceae; el arbol, de esta especie, se utiliza para la obtencion de madera y de latex
para la produccion de chicle. Es originario del Sureste de México y Centro América, sin embargo, se
cultiva en Tailandia, India, Estados Unidos, Filipinas, México y Venezuela, donde existen variedades
y diferentes selecciones (Arévalo et al., 2007). Ademas de consumirse en su zona de origen, es
importado por paises de todo el mundo como Canada, Estados Unidos, Singapur, Qatar Arabia
Saudita, Oman y Kuwait (Srivastava et al., 2017); y la demanda del fruto va en aumento debido al
incremento poblacional de los paises consumidores, a la globalizacion y al sabor placentero y dulce
de su pulpa (Balerdi et al., 2008).

El cultivo del chicozapote se caracteriza por presentar una heterogeneidad del estado fisico y
fisiolégico de las plantas, lo que ha promovido la generacién y adaptacion de técnicas de
agrondémicas para su manejo, considerando el efecto que tienen en la calidad del fruto. Actualmente
entre los trabajos de investigacion del area que se promueven esta la reproduccién de plantulas en
viveros con hormonas y micorrizas (Parada et al., 2001), arreglos espaciales y el uso de coberteras.
Existen recomendaciones sobre el uso de acolchado en plantaciones de chicozapote como una
técnica fisica para el control de malezas, retencion de humedad, incremento de temperatura de suelo
y promover el crecimiento, (Balerdi et al. 2008, Rebolledo et al., 2011 y Srivastava et al. 2017), sin
embargo, no se especifica el efecto de esta practica en la calidad y rendimiento del fruto de
chicozapote. Asimismo, existen recomendaciones sobre densidad de plantacion, por un lado, Balardi
et al. (2008) promueven un arreglo espacial de 7.6 m entre arbol; Rebolledo et al (2011) promueven
un incremento en la densidad para una produccioén intensiva, Sirvastava et al. (2017) el ajuste de
densidad al paso del tiempo. Lo anterior indica que la informacién existente no es concluyente, por
lo que el objetivo de este experimento fue evaluar el rendimiento del chicozapote en diferentes
arreglos espaciales y con cubierta plastica, ademas conocer las caracteristicas quimicas Yy fisicas
del fruto de chicozapote.
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PARTE EXPERIMENTAL

El experimento se establecid en las instalaciones del Campo Experimental Cotaxtla, del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicado en el km 34.5 de la
carretera Federal Veracruz-Cérdoba municipio de Medellin, Veracruz, México; se localiza a 18° 16°
Latitud norte y 96° 16’longitud oeste, a una altitud de 40 msnm.

El clima donde prosperan los arboles de chicozapote es Awo que corresponde a un calido subhumedo
con temperatura media del mes mas frio mayor de 18 °C. La temperatura media anual es de 25.5
°C, con una maxima de 37 °C. La precipitacion media anual es de 1,300 mm; el periodo de lluvias
inicia en junio y termina en octubre.

El suelo es Vertisol, de textura migajon arcillosa con 30% de arcilla en todos los horizontes a una
profundidad de un metro, oscuro con textura uniforme fina o muy fina, con un pH de 6.5, buen drenaje
superficial y un contenido alto de materia organica.

El terreno experimental con arboles de chicozapote fue establecido en el 2005 con un arreglo
espacial de 8 m x 8 m (156 plantas ha'), 8 m x 4 m (312 plantas ha'), 4 m x 4 m sin acolchado (650
plantas ha'), 4 m x 4 m con acolchado (650 plantas ha-') 4 m x 2 m con acolchado (1,250 plantas
ha') y 4 m x 2 m sin acolchado (1,250 plantas ha'). Los arboles de las dos densidades bajas se
podaron anualmente dejando ramas laterales 2 m, por 3 m de altura.

Para la medicion de las variables se consider6 como unidad experimental un arbol y se tomaron
cuatro repeticiones, a cada unidad se les conté el nimero de frutos. Se colectaron 10 frutos maduros
de cada arbol seleccionado, como submuestra, para realizar las determinaciones de calidad de fruto.
Las variables respuesta fueron: diametro polar, diametro ecuatorial, peso de fruto, sélidos solubles
totales (SST), acidez titulable y rendimiento.

Los diametros polar y ecuatorial se tomaron con ayuda de un vernier. El peso de fruto fresco se tom6
al colocar el fruto en una balanza digital, los datos se reportaron en gramos. La determinacion de los
SST se realizé con un refractdometro digital manual marca ATAGO, a cada fruto se le sacé una gota
de jugo que se coloco sin diluir en el lector del refractdmetro; los datos se estan expresados en °Brix.

(mL NaOH gastados)(N NaOH)(meq.del ac.)
¥

100
Alicuota

% de acidez titulable =

La acidez titulable de los frutos de chicozapote se tomaron con una muestra de 10 mL de jugo y se
titulé con hidréxido de sodio al 0.1 N, hasta obtener un cambio de color, utilizando como indicador
fenoftaleina. Con los datos obtenidos de hidréxido de sodio gastado, se calculd el porcentaje de
acidez con la siguiente ecuacion:

Considerando que Meq. del ac.corresponde a los miliequivalentes del acido y la normalidad del
hidréxido de sodio fue de 0.1.

Finalmente, para determinar el rendimiento de fruto por hectarea, primero se calculé el rendimiento
por unidad experimental al promediar los pesos de los frutos muestra y multiplicarlo por el nimero
de frutos en cada arbol. Posteriormente se obtuvo la media de cada tratamiento y se extrapolo en
base a la densidad de plantacién.

RESULTADOS

Se encontraron diferencias significativas (a=0.98) en el diametro polar del fruto, sobresaliendo
aquellos que provenian de arboles en densidades de 156 y 312 plantas ha-' (Figura 1). El diametro
de algunas variedades de frutos de chicozapote se encuentra entre 5 cm y 6 cm lo cual concuerda
datos obtenidos por Shirol, et al., 2009 en un estudio de cultivares de chicozapote.
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Figura 1. Diametro polar de fruto de Chicozapote establecido en diferentes densidades de
plantacion. *, diferencia estadistica significativa al 95% de probabilidad. Barras + error estandar.
En el diametro ecuatorial no se manifesté diferencia estadistica significativa entre los tratamientos
(Figura 2). La media de diametro ecuatorial fue de 6.6 cm.
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Figura 2. Didmetro ecuatorial de fruto de Chicozapote establecido en diferentes densidades de
plantacién. NS, diferencia estadistica al 81%. Barras * error estandar.

En la variable del peso de los frutos de la densidad 156 plantas ha-' y 312 plantas ha' fue mayor;
211 gy 202.79 g respectivamente a una probabilidad de 90% de acuerdo con el andlisis de varianza
(Figura 3), ver error estandar, lo cual relaciona el tamafio con la competencia entre densidades,
hecho que se refuerza con el diametro de fruto (Figura 1). Lo cual difiere con lo encontrado por Gazel
(2002), quien realizé un trabajo de caracterizacion de plantas de chicozapote realizado registrando

pesos de 102 g y concuerda con lo reportado por Balerdi et al. (2008) que clasifican el peso del
material Betawi entre los 140-315 g
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Figura 3. Peso de fruto de chicozapote establecido en diferentes densidades de plantacion. NS,
diferencia estadistica significativa al 90%. Barras + error estandar.

La mayor cantidad de solidos solubles totales se encontré en los frutos de los arboles establecidos
a 312 plantas ha-' con 15.25 °Brix (0=0.922) como se muestra en la Figura 4. Estos resultados son
similares a los encontrados en chicozapote tipo fino, quienes reportaron valores de 21.4 a 15.8 °Brix
en madurez de consumo; estos resultados durante el proceso de maduracién es consecuencia de
un proceso de inversidn de sacarosa (Bautista, et al., 2005), Vargas, et al., (2015), coinciden también
en estos resultados al reportar 14.22°brix en fruto. Con respecto al contenido de azlcares totales,
los frutos almacenados durante 11 dias a 21+°C, presentan un ligero incremento en el contenido de
azucar totales de 13.07 % a 14.38% (Arévalo et al., 2005). Si los frutos son almacenados durante 30
dias mantenidas a temperaturas de 2 y 10 °C, la fruta continua su proceso de maduracién e
incrementa el contenido de solidos solubles totales, se puede encontrar valores entre 15 y 16°Brix
(Vargas et al., 2005). En otro estudio realizado en chicozapote los valores que se encontraron en
chicozapote son de 19°brix (Vargas et al., 2008).
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Figura 4. Sdlidos solubles totales (°Brix) de fruto de Chicozapote establecido en diferentes
densidades de plantacion. NS, diferencia estadistica al 92% de probabilidad. Barras + de error
estandar.

Con respecto a la acidez total titulable (ATT), no se manifesté diferencia estadistica significativa entre
tratamientos. Se obtuvo un coeficiente de variacion de 17.8% y una media de 0.019% de acidez total
titulable, como se muestra en la Figura 5; coincidiendo con lo reportado por Vargas, et al., 2015 en
donde obtuvo un porcentaje de acidez de 0.017% lo cual esta dentro del rango de lo obtenido en
este trabajo. En otro estudio de chicozapote se encontraron valores de 0.13% de acidez, estos
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valores son bajos comparado con lo encontrado en este estudio en las diferentes densidades (Vargas
et al., 2008).

0.03+
I C.V=17.8%
0.024 T o NS
X !
2
0.014
0.00 T T T T
N N [N N
2 > 2 2
AN NS AN AN
& \'b" & &
N & N3
N @ \ N
<§oQ QR A @Q
N n," bq' N
DENSIDAD

Figura 5. Acidez total titulable de fruto de chicozapote establecido en diferentes densidades de
plantacion. NS, diferencia estadistica al 68% de probabilidad. Barras * error estandar.

En el rendimiento del chicozapote se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las
diferentes densidades (a=0.958) siendo la de 625 plantas ha'y 1,250 plantas ha' las de mayor
produccion superando estadisticamente a las otras densidades de plantacion (Figura 6). Estos datos
coinciden con los resultados obtenido en el 2011 por Rebolledo, et al, 2012 en este mismo
experimento a los cuatro anos de edad de la plantacion, en los cuales el mayor rendimiento se obtuvo
en las plantaciones de 625 plantas ha' y 1, 250 plantas ha™!, aunque en esta ocasion la densidad de
625 plantas ha' super6 por 13.82% a la densidad de 1,250 plantas ha-'. Ademas, con el uso de
micorriza Glomus mosseae y acido giberélico (AGs), es posible incrementar la calidad en el
crecimiento y desarrollo de las plantas de chicozapote como mayor area foliar y diametro de tallo
(Parada et al., 2001). En el Cuadro 1, se presentan los tratamientos con el uso de cubierta plastica;
se observa que la cubierta plastica mejoro el rendimiento; esto puede ser en razén de que el uso de
acolchado plastico, mejora las condiciones de suelo donde se desarrolla las raices del arbol
(Rebolledo et al., 2011).
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Figura 1. Rendimiento de chicozapote establecido en diferentes densidades de plantacion. *,
diferencia estadistica significativa al 95% de probabilidad. Barras + error estandar.
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Cuadro 1. Acolchado plastico con el manejo de densidades de plantacion en chicozapote.

Tratamiento Rendimiento (t ha)
1.Sin cubierta plastica (4 por 4 m) 55 b
2. Con cubierta plastica (4 por 4 m) 10.2 a
3. Sin cubierta plastica (4 por 2 m) 7.0 ab
4. Con cubierta plastica (4 por 2 m) 133 a
C.V. (%) 48.8
CONCLUSIONES

El uso de cubierta plastica en las densidades de plantacién establecidas a 4 por 4 m y 4 por 2 m,
incremento el rendimiento de los frutos de chicozapote. El mayor rendimiento fue en la densidad de
625 plantas por hectareas. Los frutos que alcanzaron mayor peso fueron las que se establecieron
en bajas densidades de 312 y 312 plantas por hectarea. Con respecto al contenido de azulcares, los
frutos presentaron similares valores, pero el contenido de acidez mas alto fue alcanzado en la
densidad de 625 plantas por hectarea, alcanzaron valores mas altos. Con el uso densidades altas
es posible obtener altos rendimientos y frutos de calidad.
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RESUMEN

La crianza de animales contempla las bases zootécnicas, con las cuales se alcanzara la mejor
produccion, nivel de bienestar animal y ganancias econémicas. Recientemente ha avanzado la
ideologia social del no consumo de carnes, argumentando malos métodos de produccion o sacrificio
con sufrimiento animal. Al respecto una extensa normativa regula las mejores condiciones
humanitarias de estos procesos. En licenciaturas afines a esta tematica la opinién es controvertida.
Con la finalidad de conocer la percepciéon del método de sacrificio de pavos con alumnos del inicio
de la Licenciatura en Produccién Animal en la UAM-Iztapalapa se realiz6 el presente trabajo. Los
alumnos (n= 15) fueron preparados en la engorda y aprovechamiento de pavos. Se respetd sus
formas personales de pensar y se les invitd a participar en el sacrifico para obtencién de
subproductos y carne para consumo. Al término de estas labores, se les aplicé una encuesta. Los
resultados obtenidos indicaron que son conscientes (50%) de que el sacrifico es la manera de llegar
a la trasformacion para obtencién de carne. El 100% consideré la importancia de evitar sufrimiento
animal en este proceso, aunque reconoce (73%) que la norma no se cumple o falta vigilancia y
seguimiento de la autoridad. El 27% nunca antes habia sacrificado un animal de abasto. El 60%
refirid haber experimentado una sensacion desagradable y un 79% declaré que el animal sufrio. A
pesar de que el 100% reconocio que el método realizado fue eficaz y el 100% refirié que de ser
necesario volveria a hacerlo. Se concluye que es necesario realizar estas practicas con sensibilidad
y coadyuvar a la difusion y cumplimiento de las normas y especialmente a las diversas opiniones
controversiales de este proceso.

INTRODUCCION

Existe, especialmente entre los jovenes de nuestra sociedad actual, la sensaciéon de que la
produccion animal solo es producto de maltrato y crueldad, queriendo incluso en algunos pasos del
proceso productivo, mirarlo y compararlo con parametros humanizados. Se recomienda
constantemente el no consumir productos o subproductos de origen animal, porque, se dice,
inevitablemente han sido obtenidos de manera cruenta, infringiendo sufrimiento a los animales,
desde luego que estos argumento, con una marcada tendencia comercial hacia a donde quieren
dirigir a los consumidores, por ejemplo el consumo de alimentos organicos, veganos o incluso
sintéticos, donde dicho sea de paso, los costos de produccién y de venta son mas elevados y la
calidad nutrimental cuestionable.

Si bien la produccion animal durante muchos anos consideré al organismo como una “maquina”
productiva, en época reciente han sido reiteradas las investigaciones y las llamadas de atencion para
priorizar el bienestar de los animales productivos por sobre los fines comerciales, ampliando estudios
de etologia, bienestar, y se han hecho grandes esfuerzos por el enriquecimiento ambiente y por
proporcionan los mejores ambientes e insumos necesarios, procesos que aun no ha finalizado y que
con frecuencia se siguen encontrando los aportes de mejora, para conciliar el interés de la
produccion animal con los pensamientos y sentimientos de los consumidores, es decir que ambas
partes concilien y caminen por los mismos senderos en satisfaccion a los productores y a los
consumidores y desde luego que con el mejor trato posible hacia los animales (Villanueva y Aluja,
1998).

Por otro lado las escuelas de produccion animal y zootecnia, han modificado su curricula, tal y como
se modifican los aspectos sociales demandantes, por ejemplo, las zonas dedicadas a la produccion
animal intensiva con frecuencia son removidas hacia la periferia de los centros poblacionales o
ciudades, que no toleran la presencia de esta produccion en masa a nivel urbano, por la generacion
de inconvenientes tales como olores, vectores, sonidos y plagas que perturban la paz social.
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Fig 1. En las ciudades se desconocen pormenores de los procesos de
produccion de alimentos

Esto es comprensible, pero a cambio las nuevas generaciones desconocen el origen de los
productos y su falta de relacion con estos organismos proveedores, ha llevado a considerar que los
productos carnico o lacticos proceden de un medio industrial, razén que sustenta la presencia de
granjas didacticas o urbanas, que refuerzan este conocimiento, asi como las pequefas unidades de
produccion en el medio urbano, porque ademas producen una sensibilizacién hacia el entorno natural
que con frecuencia el citadino olvida. Por ello se ha propuesto acercar al campo a la ciudad para
compartir este conocimiento y también acercar la ciudad al campo, para compartir parte de los
adelantos y comodidades que disfrutan los habitantes de ellas.

Con respecto a la forma de pensar, es importante porque asi como es diversa la produccion animal
desde la crianza de animales para abasto, por ejemplo en huevo, carne o leche, asi también hay
negocios de venta de animales pie de cria o genéticamente selectos, donde el producto principal
sera la venta de reproductores y no necesariamente el sacrificio de los mismos, también existe en
boga un mercado muy importante de venta de mascotas o de criaderos de fauna silvestre con fines
turisticos o de repoblamiento y de las granjas didacticas, donde la transmisién del conocimiento es
lo principal. En este curso, una alumna conforme conociamos sistemas de produccién animal en el
campo, sorprendida comentaba que no imaginaba que existiera tanto detalle en el cuidado en
aspectos de alojamiento, manejo y alimentacién de los animales, dado que el conocimiento general
adquirido por ella, solo le indicaba que en este campo de la produccién animal, se abusaba de los
organismos y se hacian reiteradamente cosas sin escrupulos (Aluja, 2011).

Es importante considerar que diversos factores empezaron a propiciar una actitud moral hacia los
animales debido a:

Cambios sociales, a través del tiempo ha cambiado la manera de pensar en relacion a los derechos
de los demas individuos.

Explotacion industrial: dominado el confinamiento “masivo” de los animales de granja y de las
condiciones deplorables de muchos de estos, asi como la necesidad del buen trato.

Sensibilizacién hacia la naturaleza: se propaga el tener sentido de que no somos los Unicos que
vivimos en la tierra y que existen muchos mas seres vivos como nosotros.

Impacto Ambiental: el costo al planeta que implica que no tratemos bien no solo a los animales sino
a los demas organismos compromete nuestro propio futuro.

Bienestar Animal: defender los “derechos de los animales”.
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Fig 2. Se ha mal orientado la produccion animal segun intereses tendenciosos.

Los alumnos ingresan en buena medida a las instituciones de educacion superior, sin un sustento
firme de experiencia relacionada con su vocacién profesional, que si bien existe el antecedente
familiar ligado al campo o a la produccién animal, sirven también los medios de comunicacién para
acrecentarlo u orientarlo. Por ejemplo, la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,
ha orientado su plan de estudios hacia la clinica de pequefias especies, por la demanda que esto
supone, recientemente la UAM Xochimilco también modifico su plan de estudios en ese mismo
sentido, con una creciente demanda estudiantil para atender perros, gatos y otras mascotas en el
medio urbano, reduciéndose la atencién de los animales productivos de abasto. De ahi la necesidad
de ir monitoreando a los alumnos de las nuevas generaciones en diferentes aspectos de la
produccion animal, uno de los cuales es el sacrifico de los animales para obtencién de su productos
y subproductos a manera de satisfactores para los consumidores.

MATERIAL Y METODOS

Crianza de pavos.

La UAM Iztapalapa cuenta con una pequefa granja didactica donde los alumnos, con la asesoria de
sus profesores tienen acceso a modelos de sistemas de produccion animal. Con esta intencién se
tuvo al acceso una corraleta de 18m?2, acoplada a un area de pastoreo de 15m2donde los animales
pueden salir durante el dia para enriquecimiento ambiente. Se tuvieron 20 pavos raza Hybrid
Gigante Linea 700, de 3 semanas de edad y peso promedio de 1kg, procedentes de la Granja
Chihuahua, del fraccionamiento las Delicias en Atlautla, Estado de México, que venian con sus
primeras vacunas. Fueron alimentados con balanceado comercial Malta (Pavo inicia) durante las
primeras tres semanas de vida y posteriormente con pavo finaliza al 50% con maiz quebrado y forraje
de plantula de maiz. Los alumnos, procedentes de una materia del segundo trimestre (de doce de
duracion de su Licenciatura en Produccion Animal), fueron los responsables de esta produccion,
asistiendo cada dia durante los 70 dias que dura la engorda. Llevaron a cabo los registros de
produccion, sanitarios y evaluaron las ganancias de peso, indice de conversion y costos de
produccion. Al término de la engorda los alumnos adquirieron los animales finalizados al precio de
costo de produccioén.
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Fig 3. Sistema de Produccion de Pavos llevado por los alumnos.

I V... 388

Sacrificio de los Pavos.

El sacrificio se realizdé con otra parvada de produccién urbana, que no criaron los alumnos, cuatro
semanas antes de la finalizacion de la engorda de la parvada de ellos. Se realiz6é fuera de las
instalaciones de la Universidad y donde existieron las facilidades para el procesamiento. Se realizo
como una actividad adicional al curso, indicando que asistieran solo los que quisieran conocer la
técnica de sacrificio. Se citaron en dos subgrupos por lo reducido de las instalaciones y se programo
que unos fueran sacrificando y desplumando, en tanto otros limpiaban las canales, posteriormente
se cambiarian las funciones. Esta parvada urbana fue de 7 animales, hembras y machos con peso
promedio de 8 kg. Los machos hasta de 10 kg y las hembras hasta de 6.5 kg, y tuvieron una edad
similar a la que tuvo la parvada de UAMI a finalizacion.

Inicialmente se procedié a la contencién e inmovilizacién de los animales, posteriormente se procedio
al aturdimiento y al degtiello. Se calent6 agua a 40°C y luego de inmersion se procedié al desplume
comenzando por las alas y cola y posteriormente el cuello y el resto del cuerpo. Se pasaron al area
de preparacion de canales donde se lavé la canal cerrada, posteriormente por incision en area media
baja, sobre la cloaca, se extrajo la viscera verde (abdominal) y posteriormente roja (pulmones y
corazon), se cortaron patas y cabeza y la canal se lavé con abundante agua y se dejo escurrir 'y
reposar para que madurara la carne. Luego se emplayé para proceder a la entrega de las mismas a
los consumidores.

Fig 4. Sistema de Produccion urbano donde se sacrificaron los pavos.
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Encuestas.

Los alumnos que participaron en el sacrifico, no habian sido informados de que se recabaria
informacion a través de encuestas escritas, para lo cual otra alumna disefo y aplicé la encuesta a
30 minutos del término del sacrificio de los animales. Cada alumno acepto llenar voluntariamente la
encuesta, una vez que les fue explicado que la informacion seria utilizada para el presente trabajo.
El instrumento conté con 11 reactivos de respuesta abierta, para la libre orientacion de la respuesta.
Analisis Estadistico.

Las encuestas fueron vaciadas y las respuestas fueron agrupadas, obtenidas las medidas de
tendencia central y porcentual, para conocer la percepcion en este procedimiento en alumnos de
inicio de la Licenciatura en Produccién Animal.

RESULTADO Y DISCUSION

Los alumnos de primeros niveles de la Licenciatura en Produccién Animal aceptaron voluntariamente
participar en la actividad. Los resultados de la encuesta se presente por cada uno de los reactivos
formulados:

1.-¢ Qué es sacrificio animal? El 50% contestd que es una trasformacion, donde el animal sera
procesado para obtener algun beneficio de él (carne). 29% dijo que sera un proceso donde se matara
a un animal, debe hacerse sin dolor y respetando la ética y el 21% comenté que simplemente era la
terminacién de la vida de un animal.

2.- i Crees que cuidar el bienestar animal en este proceso es importante? El 100% respondié que si
es importante cuidar el bienestar animal y que entre menos alterado este el animal, mejor sera la
calidad del producto obtenido.

3.- ¢, Consideras que en México se cumplen con las diferentes normas de bienestar animal asi como
las involucradas en el sacrificio animal? El 73% comentd que no se siguen ya que las normas son
insuficientes y no estan completamente reguladas y vigiladas. El 27% Contesté que si, para eso se
hace cargo la SAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural Pesca y
Alimentacion).

4.- Menciona los diferentes tipos de rastros que conoces. El 73% no tiene conocimiento de los tipos
de rastros existentes, el 27% solo conoce los TIF (Tipo Inspeccién Federal).

5.- ¢ Consideras que sacrificar a un animal es maltrato? 100% considero que no siempre y cuando
se cumpla con las normas correspondientes para satisfacer una cadena alimenticia.

6.- ¢ Habias sacrificado a un animal anteriormente?

73% Dijeron que si lo habian hecho y 27% que era su vez primera.

7.- 4 Qué sentiste cuando realizabas el sacrificio?

34% Experimentaron nerviosismo por desear no causar dolor al animal durante el proceso, 27% Lo
hicieron con decision y firmes, dado que no era su vez primera, 13% no sintieron algo especifico,
13% Miedo de hacerlo mal y 13% tristeza por el animal.

8.- ¢ Crees que el animal sufri6 dolor durante el proceso? 73% contestaron que Si, porque el animal
presintid lo que se realizaria con él, aunque era momentaneo, el 20% que no porque inicialmente se
hizo el aturdimiento y 7% no contesto.

9.- ¢ Consideras que el método de sacrificio fue el adecuado?

El 100% respondié que si por ser eficaz y rapido.

10.- ¢ Volverias a realizar el sacrificio?

EL 100% comento que si, de los cuales 34% Lo haria porque es algo natural y parte de la cadena
alimenticia, el 26% que porque era algo indispensable por ser alumno de esta licenciatura, el 20%
por ser algo normal y el 20% por aprendizaje y dominio.

11.- Opinién de las personas que trabajan en rastro o realizan el sacrificio animal constantemente.
60% comentd que es un trabajo comun a desarrollar, 28% que tendria una gran responsabilidad en
sus manos, el 6% deben tener un amplio criterio y fortaleza moral y el 6% que con el tiempo esas
personas se deshumanizan.

En resumen podemos mencionar que la percepcion de los alumnos que inician la Licenciatura en
Produccion Animal indica que son conscientes (50%) de que el sacrifico es la manera de llegar a la
trasformacion para obtencion de carne. El 100% consideré la importancia de evitar sufrimiento animal
en este proceso, aunque reconoce (73%) que la norma no se cumple o que falta vigilancia y
seguimiento de la autoridad. El 27% nunca antes habia sacrificado un animal de abasto. El 60%
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refirid haber experimentado una sensacion desagradable y un 79% declaré que el animal sufrio. A
pesar de que el 100% reconoci6é que el método realizado fue eficaz y el 100% refiri6 que de ser
necesario volveria a hacerlo.

Es muy importante sefialar que el aturdimiento de los animales previo al sacrificio, es una practica
obligatoria y deseable para evitar sufrimiento, en la actualidad se prefiere a nivel industrial el
aturdimiento gaseoso por CO? que presenta mejora en la calidad final de las canales (ausencia de
huesos rotos, disminuciéon de hematomas y petequias) Los rasgos de calidad que resultan
importantes para una carne fresca de pavo son el color, la textura, la capacidad de retencién de agua
y la ausencia de sangre residual. Para ello, se evallan indicadores de calidad de la carne fresca
como el pH, el color, las pérdidas de agua por goteo, las pérdidas por cocinado, la textura, la
presencia de sangre residual y la composicion fisicoquimica (Lopez, 2017)

CONCLUSIONES

El sacrificio animal es un tema tabu y controversial, para el cual las personas que estén involucradas
deben de hacerlo con gran atencién en evitar el dolor y sufrimiento del animal y porque en ese
momento, se termina el proceso de la produccion animal y comienza el aprovechamiento, para lo
cual la calidad del producto debe ser maxima

Aunque el sacrificio es un problema ético importante, no es asunto del bienestar animal. Los
problemas morales del bienestar animal se relacionan con lo que ocurre antes de la muerte,
incluyendo el trato que se les da a los individuos durante la ultima parte de su vida, seguido por el
periodo previo al sacrificio, y finalmente el método de sacrificio (Broom, 2011).

Los alumnos que inician la Licenciatura en Produccién Animal si bien muestran aceptacion por el
sacrificio de los animales hacen un llamado al aspecto ético personal para proporcionar las mejores
condiciones posibles a los animales en todo momento asi como que los involucrados en esta labor
profesional conozca y respetan las normatividad y que las autoridades respectivas apoyen en esta
tarea al difundir el conocimiento, orientar, dar las facilidades para ejercerlas y en su caso las
sanciones conducentes.
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DETERMINACION DE OCRATOXINA A (OTA) EN MUESTRAS DE MAIZ Y SUS DERIVADOS
Adriana Palacios Morales, Wilmer Castillo Najar, Virginia A. Robinson Fuentes

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

RESUMEN

En México el maiz es uno de los productos de consumo mas importantes y éste esta expuesto a
contaminacion por sustancias toxicas producto del metabolismo secundario de hongos filamentosos.
La OTA una micotoxina oncogénica, mutagénica, inmunotoxicas, neurotdxica y teratogénica, ésta se
encuentra de manera natural en el maiz y otros productos de amplio consumo humano y alimentos
para animales, esta toxina es producida por hongos de los géneros Aspergillus sp 'y Penicillum sp.
En nuestro pais existen muy pocos trabajos acerca del contenido de OTA presentes en los alimentos
y no existe alguna legislacion que regule la concentracion de ésta en dichos productos para asegurar
la inocuidad de los mismos. El objetivo de este trabajo fue analizar el contenido de Ocratoxina A en
granos de maiz provenientes de diferentes municipios del estado de Michoacan. Se obtuvieron 43
muestras de maiz provenientes de Morelia, Querendaro, Ciudad Hidalgo, Tacambaro e Indaparapeo.
La extraccion de la OTA para cada muestra de maiz y la prueba inmunoenzimatica se realiz6é de
acuerdo con las instrucciones del kit marca Helica® BIOSYSTEMS INC. (Cat. No. 9410CH01M-96).
Se encontro presencia de OTA en las 43 muestras de maiz analizadas, pero Unicamente 4 muestras
rebasaron los limites permitidos de 5 ng/g establecidos por la Unién Europea, de las 5 regiones el
promedio general fue de 1.211 ng/g, el municipio con la concentracion promedio mas elevada fue la
de Querendaro con 17.527 ng/g (3.124 + 5.477), mientras que la muestra con niveles mas bajos fue
la de Ciudad Hidalgo con 0.081 ng/g (0.05 £ 0.024), la ciudad de Morelia presentd un promedio de
concentracion de OTA de 1.695 ng/g (0.282 + 0.501). Aun cuando todas las muestras analizadas
contenian OTA, unicamente 4 rebasaron los limites establecidos por la Unién Europea, lo cual indica
el buen estado del maiz de las regiones analizadas; sin embargo, debe haber un monitoreo de los
niveles de OTA en éste y otros alimentos en los que comiunmente se encuentra. Es necesaria una
legislacion en México para tener un monitoreo y asi asegurar la inocuidad de los alimentos.

INTRODUCCION

La Ocratoxina A (también llamada OTA por sus siglas), fue descubierta en 1965 como metabolito
secundario en Aspergillus ochraceus en muestras de maiz africano, fue asociada con la nefropatia
endémica de los Balcanes y desarrollo de tumores en el tracto urinario. La OTA es una micotoxina
producida por los géneros Aspergillus sp y Penicillum sp y se le considera neurotoxica,
inmunosupresora, carcinogénica, teratogénica y genotoxica; contamina productos de consumo
alimenticio como los cereales (maiz, trigo, cebada, etc.), bebidas alcohdlicas (vino y cerveza),
productos de molienda (café, maiz y cacao), carne, frutas (uvas) y algunos frutos secos (higo y
pasas). La estructura molecular consta de un anillo de 2-4-dihidro-metil-isocumarina unido a un grupo
carboxilo mediante un enlace tipo amida a una molécula de fenilalanina (Fig.1). Estd molécula es
termoestable, resiste temperaturas desde -4°C hasta 200°C, es poco soluble en agua y soluble en
disolventes organicos polares, tiene caracteristicas acido débil y al ser excitada con luz ultravioleta

emite fluorescencia.
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Figura 1. Estructura quimica de la Ocratoxina A (OTA)
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La OTA se absorbe en el trato gastrointestinal y pasa a la circulacion sistémica por lo cual se puede
detectar en sangre y tejidos. Tiene una alta capacidad de fijacion a las proteinas plasmaticas y su
semivida de eliminacién es larga, tanto la OTA como sus metabolitos se excretan por via renal,
hepatobiliar y en secreciones lacteas.

El mecanismo por la cual la OTA ejerce su toxicidad es la alteracién sobre la respiracion celular
obteniendo radicales hidroxilados por peroxidacién lipidica, formando aductos en el ADN que al
intentar ser reparado puede caer en una mutacién genética. También ésta produce alteracion en la
sintesis de proteinas; estudios han demostrado que tiene un efecto inductor sobre la caspasa y la
proteina quinasa, lo que induce a una alteracion de la sintesis de ADN.

Los niveles de OTA en estos productos estan estrechamente relacionados con las condiciones de
produccion y conservacion de los mismos; es decir, la practica agricola y las condiciones
medioambientales como exposicion a la humedad y temperatura. La practica de nixtamalizacién a
una temperatura, tiempo de exposicién adecuada y tratamiento alcalino, reduce, aunque no en un
100%, las concentraciones de OTA en los productos de valor alimenticio en donde se puede
encontrar dicha micotoxina. Por otro lado, un almacenamiento ideal, con una buena ventilacion a una
temperatura por debajo de los 18°C, con poca actividad de agua para evitar la humedad, reduce la
concentracion de OTA en los alimentos almacenados, ya que bajo estas condiciones el hongo no se
puede desarrollar.

Nuestro principal planteamiento del problema se basa en el consumo de productos con alta
probabilidad de tener concentraciones de OTA y que pueden ser elevadas o no, de acuerdo a la
inocuidad con el que se lleva acabo todo el proceso de su manufactura. Los cereales son la principal
fuente de ingesta de OTA al organismo ya que son fundamentales en la dieta, tanto de animales
como de humanos y se estima que aproximadamente el 50% de la ingesta diaria de OTA proviene
de éstos. En México el maiz es uno de los alimentos de mayor consumo, parte fundamental de la
dieta de los mexicanos, es fundamental dentro de las costumbres y tradiciones del pais, ademas de
su importancia econémica como uno de los principales productos de exportacion del pais.
Actualmente en México no existen normas que regulen el limite de consumo permitido de OTA en
alimentos, sin embargo se puede encontrar la NOM- 188-SSA1-2002, la cual se encarga de regular
la cantidad de aflatoxinas en cereales para consumo humano y de animales, mas no se hace
mencién alguna a otras micotoxinas, como la OTA. Tampoco existen gran cantidad de trabajos de
investigaciéon acerca del contenido de OTA en alimentos mexicanos. La falta de informacion que se
les proporciona a los consumidores acerca del producto que contenga dicha micotoxina.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de Ocratoxina A (OTA) en muestras de maiz
de diferentes regiones del Estado de Michoacan que amplien el registro del contenido de OTA en
alimentos comercializados en el estado.

PARTE EXPERIMENTAL

Se recolectaron 43 muestras de maiz de distintas regiones del Estado de Michoacan, asi como de
Morelia, consistentes en 30 g. Cada muestra se trituré y se utilizaron 20 g de ese triturado, mismos
que se mezclaron con 100 mL de solvente de extraccion (metanol al 70% en agua destilada) con
ayuda de un agitador magnético durante 5 minutos; posteriormente, se transfirieron 10 mL a un tubo
para centrifuga de 15 mL y se llevaron a centrifugar durante 5 minutos a 3,500 G; después se tomo,
con una alicuota, 1.5 mL de la muestra ya centrifugada para colocarlo en un microtubo. Una vez
recolectadas todas las extracciones, se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su siguiente uso
para la prueba de E.L..S.A. invertido, la cual fue llevada a cabo en el Centro de Estudios
Multidisciplinarios en Biotecnologia (CEMB), de acuerdo con las instrucciones del KIT marca Helica®
BIOSYSTEMS INC., (Cat. No. 9410CHO01M-96), para su realizaciéon se sacaron los extractos del
congelador y se dejaron reposar hasta que alcanzaran temperatura ambiente. Se siguieron las
instrucciones del fabricante, que son las siguientes: Se colocaron 200 uL del conjugado en cada
pocillo de mezcla y se anadieron 100 yL de cada una de las soluciones estandar de Ocratoxina A
del mismo Kit y de las muestras que se analizaron; se mezcl6 el contenido de cada uno de los pocillos
con una micropipeta tres veces y se transfirieron 100 uL de cada una de éstas a su correspondiente
pocillo recubierto con el anticuerpo. Se mezclé y se dejé incubar durante 15 minutos; después de
este tiempo, se desecharon las soluciones y se lavaron 5 veces los pocillos con un buffer Tween-
PBS. Se dejaron secar los pocillos sobre una servilleta absorbente colocados boca abajo.
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Posteriormente, se adicionaron 100 pL de sustrato a cada pocillo y se incubaron protegidos de la luz
durante 5 minutos. Finalmente, se adicionaron 100 pL de la soluciéon de paro a cada pocillo y se
midi6 la absorbancia de cada uno a 450 nm en el lector de E.L.I.S.A. Se determiné la concentracion

de cada muestra utilizando la curva de calibracion construida con las soluciones estandar de
Ocratoxina A.

RESULTADOS

Se encontré presencia de OTA en el 100%de las muestras de maiz analizadas, el promedio general
encontrado en este estudio fue de 1.21+3.30ng/g, con intervalos de concentracién de 0.001ng/g —
17.52ng/g. En la tabla 1 se muestra la informacion del contenido de OTA por municipio.

Promedio Intervalo de concentracion
Municipio n (ng/g) (ng/g)
Ciudad Hidalgo 6 0.04 + 0.024 0.011 - 0.081
Morelia 10 0.282 + 0.501 0.06 - 1.695
Indaparapeo 10 0.804 + 1.694 0.048 - 5.540
Querendaro 13 3.124 + 5.47 0.072 - 17.527
Tacambaro 4 0.087 £ 0.076 0.021 - 0.191

Tabla 1.- Contenido de OTA de muestras analizadas por municipio

El municipio de Querendaro (3.124ng/g + 5.47ng/g) presenta el contenido promedio de OTA mas
alto, mientras que el municipio con menor contenido de OTA fue Ciudad hidalgo (0.04ng/g + 0.024
ng/g). La ciudad de Morelia presenté un promedio de concentracion de OTA de 0.282 + 0.501.
Unicamente 4 de las 43 muestras analizadas superaron los limites establecidos por la Unién Europea
de 5 ng/g. En la figura 2 se muestra una grafica con los niveles de concentracidon por muestra
indicando el limite permitido por las normas oficiales en la cual podemos observar que las muestras
con mas alto contenido pertenecen a Indaparapeo (IN1) y Querendaro (Q6, Q10 y Q12)

Concentracién de OTA en muestras de maiz (ng/g)
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Figura 2. Concentracién de OTA en muestras de maiz

En cuanto al analisis del contenido de OTA por el color o tipo de maiz, de la regién de Ciudad Hidalgo
se obtuvo maiz blanco tortillero, de Indaparapeo fue blanco y morado pozolero, de Querendaro se
obtuvo maiz blanco tortillero, de Tacambaro fue morado tortillero y de Morelia fue blanco tortillero y
blanco cacahuazintle.
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Concentracion de OTA en maiz por colory tipo
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Figura 3. Concentracién de OTA en maiz por color y tipo.

De manera general el maiz blanco presenta un mayor contenido promedio de OTA que el maiz
morado siendo el maiz blanco tortillero el que presenta el mayor contenido promedio (1.74ng/g),
seguido del maiz blanco pozolero (1.47ng/g), el maiz blanco cacahuazintle por el contrario presenta
el contenido mas bajo de OTA de los maices blancos con 0.0139ng/g. el maiz morado, tanto el
tortillero como el pozolero presentan concentraciones menores a las muestras de color blanco
(0.087ng/g y 0.79ng/g, respectivamente).

En la tabla 2 se pueden observar mas detalladamente los niveles de concentracion de OTA
desglosados por color y tipo de maiz de cada uno de los municipios de donde se recolecto el maiz
de esta manera podemos observar que el maiz blanco tortillero es el que mayor contenido de OTA
presenta.

Tabla 2. Contenido de OTA en los tipos de maiz de cada municipio.

Concentracion D.S Intervalos
Municipio Color Tipo (ng/g) (ng/q) (ng/g)
Ciudad Maiz
hidalgo blanco Tortillero 0.041 0.024 0.12-0.82
Maiz Pozolero 1.479 2.305 0.05-5.54
Indaparape blanco
o Maiz Pozolero 0.131 0.095 0.048 - 0.294
morado
Morelia Maiz Tortillero 0.491 0.674 0.142-1.69
blanco Cacahuazintle 0.074 0.063 0.001- 0.165
Queréndaro Maiz Tortillero 3.125 5477 0.001-17.52
blanco
Maiz
Tacambaro morado Tortillero 0.087 0.077 0.022- 0.191
CONCLUSIONES

De las 43 muestras analizadas el 100% presentd niveles de Ocratoxina A (OTA), esto quiere decir
que todos los granos de maiz de las distintas regiones del Estado de Michoacan tienen
contaminacion causada por esa micotoxina.

Unicamente 4 muestras rebasan los limites permitidos por la Unién Europea de 5 ng/g, esto indica
que el maiz analizado de Morelia y sus alrededores se encuentra en buen estado y que se cumple
una buena practica agricola, por lo que su almacenamiento es el ideal para reducir el crecimiento del
hongo productor de OTA.
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Es necesario darle continuidad al monitoreo del contenido de OTA en éste y otros productos de
consumo alimenticio y que tengan valor alimentario dentro de nuestro pais, asi como la creacion de
una legislacion que establezca limites tolerables permitidos de OTA en alimentos de producto
comercial para asegurar la inocuidad de los mismos.

Debido al gran consumo de cereales y otros alimentos expuestos a esta micotoxina es de suma
importancia que se abra mas campo de investigacion sobre la Ocratoxina A (OTA), pues al contar
con investigacion e informacion fundamental e importante tanto para los cientificos, consumidores y
los productores se podran crear regulaciones nacionales en donde se proyecten y den a conocer los
efectos nocivos que genera la OTA sobre el cuerpo humano y animal por el consumo excesivo y
prolongado de esta micotoxina.
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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar en vacas Holstein-Friesian, las
caracteristicas morfométricas de los pezones, las cuales pueden ser importantes, en la produccion
de leche y a la resistencia individual a infecciones intramamarias como es la mastitis bovina. Se
estudiaron las caracteristicas morfométricas de 158 vacas Holstein-Friesian, de 22 hatos lecheros
en la comunidad de Téjaro Michoacan, las cuales son explotadas bajo un sistema de produccién
semintensivo a pequefa escala. La evaluacion se hizo siguiendo un esquema subjetivo que describid
tres diferentes formas de los pezones: embudo, cilindrico y botella, y cuatro categorias para la forma
de la punta de los pezones: redondeada, puntiaguda, plana y prolapsada. Los pezones delanteros y
traseros, derechos e izquierdos, fueron observados de manera separada, antes del ordefio
vespertino. El largo del pez6n se midié desde la base del mismo, donde se une a la ubre, hasta la
punta. El diametro del pezén se midié en la parte mas amplia. La frecuencia de la forma del pezén
fue: 43.83% cilindrico, 32.91% embudo, 22.63% botella y 0.63% ciegos. La frecuencia de las formas
fue: redondeada 54.91%, plana 24.05%, puntiaguda 18.83% y prolapsada 1.58%. Se concluye que
la forma del pezdén que tuvo mayor frecuencia de aparicion en vacas Holstein-Friesian de la poblacion
en estudio fue el pezdn cilindrico, seguido de las formas embudo y botella, mientras que la forma de
punta del pezén de mayor frecuencia fue la redondeada, seguida de las formas plana, puntiaguda, y
prolapsada.

INTRODUCCION

Las vacas tienen el sistema mamario mas simple de todos los animales domésticos, la ubre de la
vaca consiste en cuatro glandulas independientes, las mitades derecha e izquierda son claramente
separadas por un ligamento medio, mientras que entre los cuartos anteriores y posteriores no existe
demarcacion clara, s6lo son separados por un septum muy delgado de tejido conectivo (Foley et al.,
1972). El sistema de conduccién de leche consta de una abertura dentro del seno del pezén, mas
arriba se comunica con el seno de la gldndula, donde esta conectado a un gran numero de tubulos
mamarios provenientes del tejido secretor. Sin embargo, estos animales, aun presentando un
sistema mamario muy sencillo, son los mas susceptibles a sufrir mastitis bovina, que es reconocida
como una enfermedad que mayor pérdida econdmica causa en los establos lecheros (Rogers et al.,
1991). A pesar del avance cientifico en la materia y de los esfuerzos que se realizan con la aplicacion
de medidas de control, tratamientos con antibiéticos y nuevos procedimientos de ordefo, esta
patologia es la razén principal de la eliminacion de vacas en las unidades de produccion lecheras.
La morfologia de la ubre y de los pezones, intervienen de manera importante en la capacidad de
produccion de leche y en la aparicion de mastitis en vacas lecheras (Akhtar y Thakuria, 1999; Lund
et al., 1999; Slettbakk et al., 1995).

Las diferencias anatomicas en las estructuras del pezén, especialmente la punta y el canal son
asociadas con susceptibilidad a infecciones y reconocidas como parte del mecanismo de defensa
pasiva contra la invasién de microorganismos porque impiden la entrada de estos a la ubre. El
tamafio, la forma del pezén y la morfologia externa del canal de la teta se deben evaluar clinicamente,
porque son considerados como factores de resistencia individual en la patogénesis de la mastitis
bovina (Appleman et al., 1972). Las caracteristicas morfolégicas del pezén y de la ubre, por ser de
moderada a alta heredabilidad son criterios importantes en la evaluacion y seleccién de bovinos
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lecheros para mejorar la produccion de leche y tener bajos niveles de presencia en mastitis (Miller
etal., 1992).

El mejoramiento genético de la salud de la ubre a través del tiempo ha sido moderado en Europa y
casi inexistente en los Estados Unidos, no obstante, cada dia en ese pais se incrementa la seleccion
de vacas lecheras tomando en cuenta la salud de la glandula mamaria. Paises como Noruega y
Suiza, si ponen considerable atencién en la seleccién por resistencia a la mastitis.

En México se desconoce la existencia de datos que correlacionen las caracteristicas morfolégicas
de la glandula mamaria con la produccion y salud de la misma. Por lo anterior, el objetivo de la
presente investigacion fue caracterizar en vacas Holstein, las caracteristicas morfoldgicas de los
pezones, las cuales pueden ser importantes, en la produccion de leche y la resistencia individual a
infecciones intramamarias como es la mastitis bovina.

MATERIAL Y METODOS

Se evalud un total de 158 vacas de la raza Holstein y el estudio fue realizado de septiembre a
diciembre del 2017, en 22 establos lecheros ubicados en la comunidad de Téjaro, Michoacan. Las
vacas al momento de ingresar a la sala de ordefio y previo al mismo, fueron observadas, para realizar
la evaluacion morfologica. Los pezones para su evaluacion, se dividieron de acuerdo a su ubicacion
anatémica en la glandula mamaria: delantero derecho, (DD) delantero izquierdo, (DI) trasero
derecho, (TD) trasero izquierdo (Tl). Las puntas de los pezones también se dividieron de acuerdo a
su ubicacion anatomica en: punta delantera derecha (PDD), punta delantera izquierda (PDI), punta
trasera derecha (PTD) y punta trasera izquierda (PTI). La forma del pezén se evalud, de acuerdo
con la clasificacion de (Hickman, 1963) en tres tipos de pezones: Embudo (E), Cilindrico (C) y Botella
(B). En la forma de la punta del pezén se tomo¢ la clasificacion hecha por (Chrystal et al., 1999) en:
Redondeada (R), Puntiaguda (PU), Plano (PL), Prolapsada (PR) e Invertida. El largo del pezén (LP)
se midié desde la base de la ubre a la punta de la teta. El diametro del pezén (DP) se midié con un
vernier en la parte mas amplia del pezén antes del ordefo.

Las vacas de la mayoria de los establos lecheros estudiados eran ordenadas dos veces al dia de
manera manual y mecanica, pocos productores implementaban lo que es el sellador después del
ordefio.

Los datos obtenidos se vaciaron en un registro disefado para el trabajo de campo, y llevados a la
base datos de Excel para su posterior anadlisis. Los analisis estadisticos se realizaron con la
utilizacion de EXCEL versién 2010. Para la estimacion de las diferentes formas de los pezones y
puntas de los mismos, asi como para la caracterizacién de las dimensiones, de diametro y largo se
utilizé de igual forma el programa de Excel, obteniéndose las diferentes distribuciones de
frecuencias, promedios, porcentajes, etc. para estas caracteristicas, las cuales, son reportadas en
tablas e histogramas de frecuencia.

RESULTADOS

Forma del Pezén

De las 158 vacas evaluadas para caracterizar la forma del pezén se observé que las formas mas
frecuentes fueron: cilindrico 277 (43.83%), embudo 208 (32.91%), botella, 143 (22.63%) y 4 (0.63%),
ciegos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia de la forma del pezon

Forma Frecuencia %
Embudo 208 32.91
Cilindrico 277 43.83
Botella 143 22.63

Ciego 4 0.63

Fuente: Investigacion directa.
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Forma de la punta de los pezones

Las observaciones para la forma de la punta se hicieron de acuerdo con la ubicacién anatomica de
los pezones en la ubre, encontrandose los siguientes resultados: 347(54.91%) redondeada, 152
(24.05%) plana, 119 (18.83%) puntiaguda, 10 (1.58) prolapsadas, 4 (0.63%) ciegos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Frecuencia de la punta del pezon

Forma Frecuencia %
Redonda 347 54.91
Puntiaguda 119 18.83
Plana 152 24.05

Prolapsada 10 1.58
Ciegos 4 0.63

Fuente: Investigacion directa.

Diametro de los pezones

Esta medida también fue realizada en las 158 vacas, las medidas que obtuvimos fueron de 1 a 4cm
de diametro, con medidas minimas de 1-1.5 cm, siguiendo 1.6-2 cm, siguiendo 2.1-2,5cm, siguiendo
2,6-3cm, siguiendo 3.1-3cm, siguiendo 3,1-3.5 cm, y la maxima fue de 3.6-4cm.

Largo de los pezones

El largo de los pezones se midid desde la base de la ubre hasta la punta de los mismos,
observandose un pezén con un largo minimo de 2cm y un pezon con un largo maximo de 11.3 cm.
El promedio del largo del pezon es de general es 5.48 cm. El largo del pezén que tuvo mayor
frecuencia fue de 4.1-5 cm con un total de 204 pezones y el de menor frecuencia fue de 11.3 con
solo un pezon.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacién fueron comparados con otras investigaciones
similares a ésta, realizadas en vacas de raza Carola (Riera et al., 2005) en donde se hace una
comparacion cada una de las caracteristicas morfométricas registradas en esa investigacion y las
encontradas en las 158 vacas Holstein de la poblacion de Téjaro, Michoacan. Respecto a la forma
del pezén fueron ubicadas tres formas, que consistieron en la forma cilindrica, botella y embudo,
resultando ser mas abundante la forma cilindrica 277 (43.83%), embudo 208 (32.91%) y botella 143
(22.63%), ademas de la presencia de pezones ciegos 4 (0.63%), que a comparacién con la otra
investigacion Riera et al., 2015 se muestra que la forma de pezén mas abundante lo fue la forma de
embudo (48.93%), cilindrico (33.65%), botella (14.80%) y perdidos (2.63%), sin embargo en otra
investigacién mas (Hickman, 1963), quien realizara la misma investigacion en vacas Holstein reporto
74.31% pezones cilindrico, 24.73% en embudo y 1.94% en botella, datos similares a esta presente
investigacion.

Hickman (1963), también detecto que, en pezones con forma de embudo, la frecuencia de mastitis
clinica u subclinica era mas baja que en pezones cilindricos y botella, lo que seria una caracteristica
desfavorable en las vacas Holstein, debido a que la frecuencia de aparicion de los pezones cilindricos
es mayor que los pezones de embudo. Haciendo referencia a la investigacion realizada por (Riera
et al., 2005), se menciona que la forma de embudo en los pezones de la vaca Carola, es el ideal
para una mayor produccion de leche y una baja susceptibilidad en contraer mastitis, a diferencia de
la forma cilindrica y de botella, sin embargo en esta investigacion realizada en vacas Holstein no se
encontré una diferencia significativa entre los pezones de forma de embudo y cilindrico con respecto
a la afirmacion de estos autores, ya que la produccion de leche no solo depende de la morfologia de
la ubre y los pezones, sino también de la alimentacién que recibe el animal.

En cuanto a la susceptibilidad a contraer mastitis no se debe especificamente a la forma que tengan
los pezones, también hay varios factores mas como el manejo que se le da a los pezones después
del ordefio con la implementacion del sellado que impide la entrada de agentes bacterianos al interior
del canal del pezdn mientras se cierra el esfinter, lo cual dura aproximadamente dos horas después
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del ordefio segun (Echeverry, 2005), ademas la higiene de los establos, también puede presentar un
foco rojo en la aparicion de mastitis, cuando las vacas descansan en su propio excremento,
agregando que los pezones entran en contacto directo con estos desechos y mas aun si no fueron
debidamente sellados después del ordefio. Segun (Bassalik, 1978), una mayor incidencia de mastitis
en pezones cilindricos, podria deberse a que este tipo de pezones cierra el flujo de leche y se
incrementa el vacio de succion que lesiona el pezén, lo que pudiese ser la causa directa en mastitis
en los pezones cilindricos. Si el argumento expuesto por (Bassalik, 1978) fuese cierto, esta
explicacion no aplicaria en esta investigacion ya que la mayor parte de las vacas analizadas en este
estudio son ordefadas manualmente, por lo que no representa un riesgo en estos bovinos.
Volviendo con la forma del pezén en cuanto a la produccion de leche, se considera a la forma de
embudo como la mejor para un manejo facil en la implementacion de la ordefiadora mecanica ya que
se puede adaptar de forma mas facil a las pezoneras sin importar el diametro que represente, a
comparacion de el pezén cilindrico y de botella que al ser demasiado ancho impiden o dificultan el
uso de las pezoneras, y que incluso en varios casos, son la razdn de heridas en los pezones haciendo
aun mas susceptibles a enfermarse, sin mencionar otros problemas que se pueden causar a la
glandula mamaria.

La forma de punta de pezén que fue mas frecuente sin duda fue la redondeada 347 (54.91%),
seguido de la plana 152 (24.05%), puntiaguda 119 (18.83%), prolapsada 10 (1.58%) y como ya se
habia mencionado la existencia de pezones ciegos 4 (0.63%), en la investigaciéon de (Riera et al,
2005) de igual manera la forma de punta mas frecuente lo fue la redondeada 52.55%, en cambio
después continuo la forma puntiaguda 28.02%, plana 8.72% y prolapsada 4.3%, ademas de otras
formas como la de disco 2.18%, cdncava o invertida 0.86% y mixta 0.12%.

En el largo del pezén en esta investigacion se tomé en cuenta un promedio general de todos los
pezones el cual fue de 5.4 cm, ademas se encontr6 una medida méaxima de 11.5 cm y una medida
minima de 2.3 cm, medida que no permite la implementacion de pezoneras y que infiere en un ordefio
manual lento y dificil. El largo del pezén influye en la velocidad de ordefio y el deslizamiento de
pezoneras (Rogers et al., 1991), pero el ordefio a mano es mas facil en pezones cortos (Miller et al.,
1992), la medida mas frecuente encontrada en los pezones de las vacas Holstein fue de 4.1 a 6 cm.
En el diametro del pezdn se presenté una medida minima de 1.1 cm y una medida maxima de 4 cm,
una medida de mayor frecuencia de 2.1 a 2.5 cm y un promedio de 2.4 cm. Segun (Ovensen, 1972)
pezones con un diametro de 2.4 cm se consideran como los mas adecuados para que el ordefio sea
satisfactorio, aunque se debe tomar en cuenta que el diametro se incrementa con el numero de
lactancias (Chaki et al., 1999), pero los pezones anchos son asociados con caidas de pezoneras
(Rogers y Spencer, 1999), sin embargo, como se ha comentado anteriormente, las vacas en estudio
son ordefiadas manualmente por lo que este factor no es tema de mucha importancia.

Sin dejar de lado a los pezones ciegos o disfuncionales, tienen y representan una pérdida econémica
para el productor o la ganaderia lechera debido a que se pierden considerables ganancias en estos
pezones que estan sin producir lo que se considera un gran problema.

CONCLUSION

La forma del pezdn que tuvo mayor frecuencia de aparicién en vacas Holstein fue el pezén cilindrico,
seguido de las formas embudo y botella, para la forma de punta del pezén de mayor frecuencia fue
la redondeada, seguida de las formas plana, puntiaguda, y prolapsada. La localizacion anatémica de
los pezones en la glandula mamaria no tuvo efecto al momento de realizar las variables. El nimero
de pezones perdidos fueron 4 (0.63%). De alli la importancia del impacto econdémico que causan los
pezones perdidos o no funcionales, en las empresas o granjas lecheras. Un diametro promedio para
el total de los pezones fue de 2.5 cm. El promedio del largo para los pezones fue 5.5 cm. Las
caracteristicas evaluadas en este estudio se deben relacionar, con la produccion de leche y conteo
de células somaticas. Los resultados obtenidos pueden ser utilizados para la estimacion de
parametros genéticos como la heredabilidad, la cual es considerada, de moderada a alta en las
caracteristicas morfologicas del pezén, lo cual daria una buena respuesta a la seleccion en los
programas de mejoramiento genético para la salud de ubre.
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RESUMEN

Ustilago maydis es un hongo con patogenicidad especifica para la planta del maiz (Zea mays), tiene
gran relevancia cientifica debido a que es el clasico modelo de estudio de los basidiomicetos.
También, es mundialmente conocido debido a su impacto en la gastronomia y sus caracteristicas
nutricionales. En México se considera un alimento tipo gourmet, por lo que los cultivos infectados
con U. maydis cuadruplican su valor en el mercado si se compara con el valor comercial del grano.
En este trabajo se establecioé un protocolo para el aislamiento de cepas de U. maydis en el que se
utilizaron mazorcas infectadas con el hongo, las muestras fueron colectadas en la zona de
Teotihuacan, México en el afio 2016. En condiciones adecuadas se realizaron diluciones de
teliosporas y se sembraron en medio PDA+CA a 32°C por 24-48 hrs, posteriormente se realizaron
los aislamientos y la purificacion de cepas.

La observacion de las diferentes cepas de U. maydis ya purificadas en un microscopio
estereoscopico, mostraron tres formas de crecimiento de las colonias con distinto comportamiento.
Algunas formaron estructuras algodonosas, otras en forma de levadura y algunas levaduras con
micelio periférico en la colonia.

Con la metodologia empleada se aislaron segun la literatura, cepas no patogénicas, patogénicas y
solopatogénicas de teliosporas individuales. La morfologia de las cepas aisladas es congruente con
lo reportado en la literatura, por lo que la rugosidad en las colonias y la presencia de un micelio
algodonoso corroboran los resultados. Se aislaron un total de 16 cepas, las cuales corresponden por
su morfologia a 12 no patogénicas y patogénicas, y 4 solopatogénicas. Con dichas cepas se
realizaran cruzas alélicas para obtener diversidad patogénica en el hongo de una mazorca infectada.
Palabras clave: Ustilago maydis, Zea mays, cepas, patogénicas, solopatogénicas.

INTRODUCCION

En la actualidad en México las investigaciones dirigidas a Ustilago maydis se enfocan principalmente
en la evaluacion de técnicas para el aumento de la productividad de Huitlacoche; debido a que éste
es un alimento tradicional mexicano que presenta atractivas propiedades nutritivas y un exquisito
sabor caracteristico, ademas de una excelente cotizacion en el mercado (Cota, 2004).

U. maydis es un hongo basidiomiceto, patégeno, que en la naturaleza tiene una afinidad especifica
hacia dos plantas: el maiz (Zea mays) y teozintle (Zea mays ssp. parviglumis), causando la
enfermedad del “carbén comun” (Aguayo, 2016).

El hongo muestra una gran versatilidad en su patogenicidad debido a que pueden encontrarse cepas
sblo patogénicas (colonias con micelio blanco y algodonoso), patogénicas (con apariencia
levaduriforme y micelio) y no patogénicas (levaduriformes). En general las cepas del hongo
muestran diferente grado de virulencia, esta variabilidad también la muestran los genotipos de maiz
en la susceptibilidad a la enfermedad y pueden encontrarse genotipos con diferente tolerancia al
hongo (Madrigal et al., 2010).

Con el presente trabajo se busca obtener informacion de la morfologia de las colonias y su relacion
con la patogenicidad in vitro de algunas cepas de U. maydis con caracteristicas morfolégicas
distintivas.

TEORIA

Se le llama Huitlacoche a las agallas o tumores que se forman en la mazorca del maiz infectadas
por el hongo U. maydis. Su aspecto es poco agradable a la vista, sin embargo, el hongo es una
comida tipica mexicana de origen prehispanico que ha rebasado las fronteras de México,
comercializandose en tres formas distintas: en estado fresco, congelado y enlatado (Cota, 2004).
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El Huitlacoche contiene diversas cantidades de carbohidratos, proteinas, acidos grasos (como
linoleico), minerales (calcio, nitrégeno y fosforo) y vitaminas (riboflavina, niacina, biotina y &cido
félico) que en comparacion con el maiz proporcionan un mayor nivel nutrimental (Valdez, et al.,
2009). En el Cuadro 1, se muestra la comparacion de algunos elementos del maiz y el huitlacoche
con marcadas diferencia.

Cuadro 1. Composicion proximal del maiz vs. huitlacoche
Composiciéon g/100g
Proteina Grasa Carbohidratos Fibra Ceniza

Maiz 9.4 41 64.66 9.20 1.4
Huitlacoche 16.4 2.3 66.5 23.5 7.0

Fuente: Valdez, et al., 2009

U. maydis es un hongo perteneciente a la clase Basidiomycete, constituida principalmente por
parasitos de plantas, con esporas de pared gruesa que pueden resistir largos periodos de tiempo sin
germinar (Juarez, 2011).

Este hongo es el causante de la enfermedad denominada carbén comun del maiz, puede atacar a
sus huéspedes en cualquier estadio de crecimiento, produciendo sintomas que incluyen el desarrollo
de clorosis, asi como tumores o agallas en mazorcas (llamadas comunmente huitlacoche), espigas,
hojas y tallos, los cuales dan como resultado alteraciones en la morfologia y fisiologia de la planta
como reduccion en el crecimiento y la produccion de grano (Agrios, 2005).

U. maydis presenta dos formas de crecimiento, fuera de la planta es levaduriforme, saprofita,
haploide no patogénica, y dentro de la planta es micelial, parasitica, diploide y patogénica. Ademas,
posee dos tipos sexuales identificados como a y b, determinados por las regiones que controlan el
apareamiento compatible y la patogénesis denominados locus a y locus b (Jiménez, 2010). De
acuerdo a Cota (2004), U. maydis en cuanto a su morfologia, presenta tres formas en su ciclo de
vida, basidiospora o esporidia, micelio dicariético y teliospora, que se describen en el Cuadro 2, éstas
formas también muestran diferentes condiciones nucleares.

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas de colonias de U. maydis, producto de la germinacion de
una teliospora.

MORFOLOGIA CARACTERISTICAS
Basidiospora o  Haploide, hialina, fusiforme, mononucleada y elongada en la base. Producto de
Esporidia la germinacion de teliosporas y se reproduce por gemacion.
Micelio Resulta de una fusion de lineas haploides compatibles. Este micelio es parasito
dicaridtico e inicialmente binucleado.
Teliospora Es el estado diploide y estd contenida dentro de las agallas, sufre meiosis y

produce células haploides, mononucleadas y con forma de levadura. Dichas
esporas pueden hibernar por largos periodos de tiempo y presentan la forma
esférica o elipsoidal.

CICLO DE VIDA

U. maydis posee un ciclo de vida complejo (Figura 1), y necesita a su hospedero natural para
completarlo, se sabe que la invasién de este hongo se genera en mazorcas de maiz, aunque también
puede afectar a cualquier parte aérea de la planta y en todos los casos muestra su mecanismo
biolégico para inducir su infeccién (Kothe, 1996).
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Figura 1. Ciclo de vida de U. maydis (Agrios, 2006 modificado).

PARTE EXPERIMENTAL

Aislamiento de teliosporas de U maydis.

Para la realizacidon de éste proyecto se emplearon teliosporas de U. maydis, obtenidas de agallas
de tres mazorcas infectadas con huitlacoche, provenientes de la zona de Teotihuacan, Estado de
México en el afio 2016, las cuales fueron aisladas, en condiciones de esterilidad, mediante Ila
insercion de una varilla de vidrio en el tumor con la finalidad de recolectar las teliosporas del centro
debido a que éstas tienen menor probabilidad de contaminacion, y se depositaron en 3 tubos de
vidrio, identificados como: UT1, UT2 y UT3.

Germinacion de teliosporas

Una vez obtenidas, se procedid a aislar de 1 a 3 teliosporas por caja Petri, para esto se pesaron 0.01
g de teliosporas en la balanza analitica marca “OHAUS Analytical Plus” y se colocaron en un tubo
Eppendorf con capacidad de 2 a 3 ml, posteriormente se colocé un mililitro de solucién salina estéril
y una gota de Tween 20 y se agité con vortex “IKA MS 3 basic” hasta que las teliosporas se
distribuyeron en el medio.

Para cada tumor a evaluar se utilizaron 10 tubos con 900 pL de agua destilada, del tubo donde se
encontraban las teliosporas se tomaron 100 pL y se colocaron en el primer tubo de 900 L y de este
se tomaron 100 pL para el siguiente tubo realizando diluciones sucesivas hasta llegar a una
concentracion de 109, se inocularon 100 pyL de cada dilucion en un medio PDA (preparado de
acuerdo a las especificaciones del fabricante) adicionado con 5% de Penicilina y se incubo por 48 h
a 25°C £ 5°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se observé que la dilucion 107 proporcioné una separacion
optima de teliosporas individuales. Posteriormente, cada una de las cepas obtenidas se resembré
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tres veces en cajas de Petri para identificar la morfologia de las cepas con ayuda de un microscopio
estereoscoépico OLYMPUS SZ2-ILST.

Por ultimo, las cepas ya identificadas se conservaron de dos formas: en cajas de Petri (con medio
PDA) y en medio inclinado (PDA con glicerol), ambas se almacenaron a 4 °C.

RESULTADOS

Se aislaron un total de 16 cepas, las cuales corresponden por su morfologia a 12 no patogénicas y
patogénicas y 4 soélo patogénicas.

La morfologia de las cepas no patogénicas se muestra en la Figura 2. En 2A se muestra la colonia
con un crecimiento tipo levaduriforme tipico de las cepas no patogénicas con dos a tres dias de
crecimiento.

Figura 2. Colonia de U. maydis no patogénica producto de la germinacion de una teliospora. 2A
crecimiento de una semana; 2B crecimiento de varias semanas.

En la Figura 2B se aprecia una colonia tipica no patogénica con mas de dos semanas de crecimiento,
tipo levadura, con ausencia de micelio y con rugosidad en la superficie (caracteristica de las colonias
con envejecimiento).

El desarrollo de esta cepa, puede deberse a que en la masa de esporidias (producto de la
germinacion de la teliospora) no se encuentran incluidas esporidias de apareamiento compatible. En
las resiembras sucesivas se toma una muestra de las células de la colonia, las cuales debieron
corresponder a esporidias de apareamiento no compatible, este proceso origina una colonia pura
con células no compatibles y se muestra como una colonia no patogénica morfolégicamente
diferenciada.

En la Figura 3, se muestra una colonia tipica de las cepas patogénicas con mas de dos semanas de
germinacion de la teliospora. Su morfologia de crecimiento es la forma mas facil de identificar.

El aspecto morfolégico de esta colonia es de levaduriforme pero muestra un micelio tipo Fuzz* en la
periferia, ademas se puede apreciar la rugosidad tipica de U. maydis que se presenta en las colonias
con marcado envejecimiento.
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Figura 3. Colonia de U. maydis patogénica, producto de la germinacion de una teliospora.

La obtencién de esta colonia posterior a la germinacion de la teliospora, resulta del apareamiento
compatible entre dos esporidias con diferentes locus a y b (Ruiz, 2008). La manifestacién puede
deberse a que en la masa de esporidias corresponde a células de apareamiento compatible, lo que
genera una colonia patogénica morfolégicamente diferenciada. Estas cepas son susceptibles a
disminuir su grado de virulencia al cabo de varias resiembras o bien, si en determinado tiempo no
encuentran su hospedero natural (Zea mays).

La Figura 4 muestra una colonia denominada solopatogenica. Estas colonias se encuentran
definidas como cepas diploides patdgenas en ausencia de apareamiento, Sabbagh et al., (2010)
mencionan que U. maydis tiene la capacidad de producir alrededor del 3 % de estas cepas con
capacidad de infeccién y de producir agallas.

Figura 4. Colonia de U. maydis solopatogénica que muestra abundante micelio tipo Fuzz* en cultivo
axénico, con cuatro resiembras sucesivas.

Las caracteristicas morfoldgicas observadas anteriormente, son congruentes con lo reportado por
Galicia et al., (2016) quienes demuestran que existen tres tipos de colonias, el primer tipo esta
formado por cepas saprofiticas con colonias similares a levaduras sin micelio, éstos son de aspecto
brillante u opaco, de color crema o amarillo palido y tienen una superficie lisa o aspera. El segundo
tipo se caracteriza como cepas patdgenas porque sus colonias similares a levaduras son blancas y
tienen superficies rugosas con micelio periférico disperso en la colonia. En el tercer tipo, las colonias
solopatégenicas similares a levaduras desarrollaron un micelio algodonoso tipo Fuzz*.

Las colonias bajo estudio se les aplicaron mas de cuatro resiembras sucesivas para confirmar la
morfologia no patogénica o la estabilidad Fuzz+ patogénica, debido a que Sabbagh et al., (2010)
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demostraron que después de 3 resiembras se confirma la patogenicidad o no patogenicidad de las
cepas.

CONCLUSIONES

Se demuestra que con el protocolo propuesto para el cultivo axénico de U. maydis, se es capaz de
aislar cepas de interés de una manera 6ptima y con minimos recursos, en comparacion con otras
metodologias incluyendo la empirica y todos los retos que esta representa. Para el desarrollo del
método se consideraron diversos factores, resaltando los que mas influyen en el aislamiento correcto
de cepas, como utilizar agallas de mazorcas jévenes y extraer unicamente el centro de la misma
para reducir la contaminacion y disminuir el niumero de lavados.

Las observaciones microscopicas permitieron demostrar que existen diferencias en la morfologia de
cada una de las cepas obtenidas, contribuyendo a su correcta identificacion a partir de sus
caracteristicas coloniales y su comportamiento en el medio de cultivo, logrando aislar un total de 4
cepas solo patogénicas y 12 patogénicas y no patogénicas, las cuales ahora forman parte del cepario
del laboratorio de biotecnologia ambiental de la Universidad Tecnoldgica de Tecamac.

Es importante conservar la pureza de dichas cepas para poder confirmar la especie de U. maydis
mediante herramientas de la biologia molecular y también para poder realizar las cruzas dialélicas
in vitro.
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RESUMEN

A nivel mundial se sacrifican millones de pollos anualmente que generan toneladas de desechos de
plumas. En México se estima que para el afio 2018, el consumo total de pollo sera de 3,274 millones
de toneladas, lo cual significa que se generaran alrededor de 163.7 a 327.4 millones de toneladas
de plumas, debido a que del 5 al 10% del peso total del pollo son plumas’. En el presente trabajo
se determiné la presencia de aminoacidos en la fraccidn soluble después de un proceso de
degradacion de plumas de pollo por medio de un co-cultivo de bacterias. El estudio se realiz6 a 35°C,
120 rpm y pH inicial de 6.8-7.2 en caldo nutritivo. Para evaluar la degradacion de las plumas y el
crecimiento de las bacterias, se midié la absorbancia a 620 nm, la cantidad total de aminoacidos por
el método de la ninhidrina de acuerdo con Pearce ef al. (1988) y el tipo de aminoacidos por
cromatografia de gases. Se identificaron las bacterias degradadoras por la amplificacion del ADNr
16S y secuenciacion en la empresa Macrogen, Korea. Se concluyé que la degradacion de plumas
es factible a escala laboratorio en 11 dias por medio de un co-cultivo. Los aminoacidos presentes en
la fraccion soluble después de la degradacion fueron alanina, glicina, asparagina y cisteina. Las
bacterias degradadoras fueron dos especies de Alcaligenes faecalis y Brevundimonas diminuta.

INTRODUCCION

Generalmente se utilizan métodos fisico-quimicos para la degradaciéon de plumas de pollo, entre
algunos de los mas comunes estan la hidrolisis alcalina, hidrolisis acido-alcalina y la pirdlisis a altas
temperaturas (Coward-Kelly et. al. 2006; Mazotto et al. 2013).

De acuerdo con Coward-Kelly et. al. (2006) quien utilizé6 un método de hidrdlisis alcalina, la queratina
presente en las plumas de pollo se traté con hidréxido de calcio para obtener un producto rico en
aminoacidos tales como alanina, arginina, cisteina, leucina, entre otros, los cuales pudieran utilizarse
como un suplemento alimenticio para animales. Otra hidrdlisis utilizada para tratar plumas de pollo
es la acido-alcalina, segun Reddy et. al. (2013) consiste en emplear hidréxido de sodio y acido citrico
para la produccion de biotermoplasticos, sin embargo, son pobres en estabilidad de agua y
propiedades mecanicas; por lo que ellos mezclaron la queratina extraida de las plumas con
monomeros de acrilato para mejorar estas caracteristicas. En los tratamientos de pirdlisis a altas
temperaturas, Senoz et. al. (2012) evaluaron los cambios estructurales de las fibras de plumas de
pollo después del tratamiento por calor con temperaturas de hasta 600°C, dichos cambios fueron la
aparicién de carbonos aromaticos y aminos libres, los cuales se detectan por técnicas de andlisis
acopladas con espectrometria de masas, ensayos de solubilidad y cromatografia de permeacién en
gel, los analisis que se realizaron dieron como resultado el perfil de pirélisis para crear materiales y
fibras resistentes a altas temperaturas con aplicacién en la industria textil.

Por otro lado, los tratamientos bioldégicos han dado un resultado favorable en la degradacion de
plumas de pollo. Algunos microorganismos utilizados son cepas puras, actinomicetos, hongos y
consorcios de bacterias; las bacterias mas utilizadas son Bacillus subtilis y Bacillus pumilus (Vasileva
et. al. 2009; Mazotto et al. 2013; Liu et. al. 2014; Fakhfakh et. al. 2014). Sin embargo, en nuestro
pais son pocos los grupos de investigacion dedicados al estudio y generacién de tecnologia para
minimizar el problema de degradaciéon de las plumas. Por lo anterior, en el presente trabajo se
determiné la factibilidad de degradar plumas por un método bioldgico y se identificaron algunos
aminoacidos solubles después de la degradacién para su posible recuperacion y reutilizacion en
industrias con giro cosmético y/o alimentario.

DESARROLLO EXPERIMENTAL
Preparacion de las plumas: Las plumas se lavaron con agua del grifo y se dejaron secar durante 24
horas a 60 ° C. Se pesaron cinco gramos y se lavaron 2 veces en agua hirviendo durante 5 minutos
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antes de colocarlos en matraces de un litro con un volumen de trabajo de 500 ml. Una mezcla de 5.3
x 102+ 0.1 x 105 CFU de la cepa 1y 5.0 x 105 £ 0.25 x 105 UFC de la cepa 2 crecidas previamente
en caldo nutritivo se afiadié a los matraces. Las condiciones del cultivo fueron: agitacion 120 rpm,
pH 6.8-7.2 y 35 °C durante 14 dias. Se evalué la degradacion de la pluma con las cepas puras
separadas y como co-cultivo. El estudio se realizé por triplicado y todos los reactivos utilizados en el
estudio fueron grado analitico de la marca Merck y Bioxon.

a) Crecimiento y degradacion de plumas

Se midio el crecimiento de las bacterias y la degradacion de la pluma por medio de deteccién de la
absorbancia del cultivo a 620 nm, en un espectrofotémetro UV/VIS JENWAY, 67 series
Spectrophotometer.

b) Presencia y/o concentracion de amino&cidos solubles

Después del proceso de degradacion de las plumas. Se filtraron muestras a través de papel filtro de
fibora de vidrio Whatman (GF/A de 22 mm de diametro) y se determind la concentracién de
aminoacidos de acuerdo con el método de la ninhidrina (Moore, 1954). El tipo de aminoacidos se
determindé por medio de un cromatégrafo de gases Perkin Elmer, clarus 550 y se utilizaron
estandares de aminoacidos (Glicina, Alanina, Asparagina, Gutamina, Cisteina y Triptéfano).

¢) Identificaciéon molecular de microorganismos

La extraccion de ADN gendémico se realizo utilizando el método CTAB como se indica por (Minas et
al., 2011). La amplificacion de ADNr 16S se realizd en un termociclador Perkin-Elmer 2400 utilizando
los siguientes primers universales: FD1 (5'-agagtttgatcctggctcag-3 ') y RP1 (5'-acggttaccttgttacgactt-
3") (Weisburg et al.,1991). La PCR se realizé con una desnaturalizacién inicial a 95 ° C durante 5
min, y cada ciclo con una desnaturalizacion a 95 ° C durante 30 s, una alineacion a 48 ° C durante
30 s, una extensién a 72 ° C durante 90 s, y una extension final a 72 ° C durante 8 min, con un total
de 35 ciclos (Weisburg et al., 1991). Los productos de PCR fueron secuenciados por la empresa
Macrogen Korea; se describieron como la secuencia parcial de ADNr 16S. Se realizé una alineacién
BLAST para determinar el género y la especie.

d) Microscopia electronica de barrido

Se tomaron muestras para observar en un microscopio electrénico de barrido marca Jeol JCM-6000
Benchtop SEM, la degradacion de las fibras de queratina y la presencia de las bacterias
degradadoras. Se fijaron las muestras en glutaraldehido (3,0%) en tampdn de fosfato (0,1 M, pH 7.2)
durante 24 horas a temperatura ambiente. Se enjuagaron 2 veces con agua desionizada y se dejaron
reposar en agua desionizada durante 40 min. La post-fijacion se realiz6 en tetréxido de osmio (1%)
durante una hora y luego las muestras se enjuagaron con buffer de fosfato. Después de la fijacion
posterior, las muestras se deshidrataron en una serie de alcoholes a diferentes concentraciones y
se secaron hasta un punto critico. A continuacion, se recubrieron con una capa delgada de oro-
paladio durante 60 segundos utilizando un pulverizador de iones de capa fina Jeol, JFC-1100. Las
muestras se observaron en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM 6390 a 5, 000y 10, 000
X.

RESULTADOS Y ANALISIS

a) Crecimiento y degradacion de las plumas.

El crecimiento de las bacterias por separado y como co-cultivo permitié observar (figura 1) que hay
diferencia durante los 14 dias de degradacioén de las plumas. En el caso de Alcaligenes faecalis LR2,
se observa que no hubo crecimiento y visualmente no hubo degradacion. En el caso de Alcaligenes
faecalis LR1 y Brevundimonas diminuta tuvieron un comportamiento similar, es decir, para el dia 8
se inicio la etapa logaritmica de crecimiento y para el dia 19 se tuvo la etapa estacionaria (datos no
mostrados), sin embargo no hubo degradacién de la pluma (observacién visual). El co-cultivo tuvo
una etapa logaritmica de crecimiento desde el primer dia de contacto de las bacterias con las plumas,
de tal manera que su maximo crecimiento se dio el dia 9 y del dia 10 al 14 se dio la etapa estacionaria
(etapa en la que se tuvo la total degradacion de la pluma).
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Figura 1. Degradacion de plumas de pollo por medio de consorcio de bacterias

Se han reportado algunas bacterias como B. megaterium SN1, B. thuringenesis SN2, B. pumilis SN3
que han presentado una fase lag de crecimiento de 24 a 48 hrs (Agrahari et al., 2010). En el presente
trabajo el co-cultivo (Fig 1) tuvo un crecimiento rapido desde los primeros dias y no presenté fase
lag. Cuando las cepas son utilizadas por separado presentan una fase lag de 8 dias, por lo cual es
recomendable mejor el uso del co-cultivo. Algunos autores han observado que la combinacion de
plumas y alguna fuente de carbono (glucosa, fructosa, galactosa, manitol, almidén soluble, etc.)
causa una alta produccion de la enzima queratinolitica (Park, 2009). Esto concuerda con lo obtenido
en el presente estudio, pues la adicion de caldo nutritivo al co-cultivo permitié aumentar la actividad
queratinoliticas de las bacterias.

b) Identificacion molecular

El analisis de las secuencias en el Genbank del DNA amplificado por PCR, mostré que corresponden
a la amplificacién parcial del gen 16S del rDNA. Las secuencias de los fragmentos de ADN obtenidos
mediante los iniciadores fD1 (5-ccgaattcgtcgacaacagagtitgatcctggctcag-3') y rP1  (5-
cccgggatccaagcttacggttaccttgttacgactt-3’), fueron alineados usando software Blastn nucleétido a
nucledtido, las que mostraron aproximadamente 1500 pb. Las secuencias revelaron una alta
identidad de secuencia (96% de similaridad) que corresponde a Alcaligenes faecalis LR1 (accesion
KX118704) para una primera cepa, en una segunda cepa mostré el 97% de similaridad con la
identidad de Alcaligenes sp. LR2 (accesion KU494828.1), y una ultima cepa revel6 que el fragmento
amplificado muestra el 98% de similaridad para Brevundimonas diminuta (accesién KF453789.1).
Dille et al. (2016) aisl6 Brevundimonas de plumas de ave de Junco hyemalis en medio R2A
(pcicloheximida), esta bacteria crecié en queratina y exhibié actividad de lipasa, lo que sugiere que
estas enzimas aisladas pueden degradar las plumas. Por si solos, ninguna de las tres especies de
bacterias identificadas en este estudio pudo degradar completamente las plumas; sin embargo,
cuando las tres bacterias actuaron juntas en un co-cultivo, pudieron degradar las plumas, incluido el
raquis, en 11 dias. Estos datos muestran un comportamiento similar al informado por Vasileiva-
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Tonkova et al. (2009) quienes mencionan que los cultivos mixtos de actinomicetos con Bacillus sp.
y Streptomyces sp. degradan plumas de forma mas rapida y completa en comparacion con cultivos
de cepas puras. Vale la pena sefalar que, después de 48 h de crecimiento, la concentracion de
proteina soluble obtenida, con la mezcla de sus bacterias, fue dos veces mayor que la obtenida con
el cultivo de cepas puras.

¢) Identificaciéon de aminoacidos

En este estudio, la produccién de aminoacidos libres fue de 2.64 mg/ml y se detectd triptéfano y
tirosina mediante espectrofotometria de luz ultravioleta después de 14 dias del proceso de
degradacion. Kani et al. (2012) informd la concentracion de proteina soluble y aminoacidos durante
la degradacion de la pluma por Pseudomonas microphilus y Leuconostoc sp. después de 10, 20 y
30 dias de degradacién, la concentracién maxima de proteina fue de 0.548 y 0.118 mg/ml con
Pseudomonas microphilus y Leuconostoc sp. respectivamente en 30 dias, y la concentracidon maxima
de aminoacidos fue de 1.992 y 1.682 mg/ml con Pseudomonas microphilus y Leuconostoc sp.
respectivamente al mismo tiempo.

En la figura 2 se muestran los aminoacidos encontrados en la parte soluble después de la
degradacion de las plumas, los cuales fueron Glicina, Alanina, Asparagina, Glutamina y Cisteina.
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Figura 2. Aminoacidos presentes en la parte soluble después de la degradacién de las plumas.

Nam et al. (2002) que realizaron un estudio sobre la degradaciéon de plumas en condiciones
termofilas con Fervidobacterium islandicum AW-1, encontraron que los aminoacidos producidos
después de la degradacion eran histidina, cisteina y lisina (que pertenece a las plumas). También
encontraron aminoacidos esenciales como la metionina y el triptéfano, que estan presentes en baja
concentracion en la queratina de plumas.

Cabe mencionar que lo obtenido en el presente trabajo es un avance parcial de la deteccion de
aminoacidos. Actualmente se estan llevando a cabo mas pruebas para detectar otros aminoacidos
presentes en la estructura de la queratina.
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d) Microscopia electronica de barrido

El estudio de microscopia electrénica mostré que, en una primera etapa, las bacterias degradaron
las barbillas de las plumas (durante 9 dias); en una segunda etapa, las bacterias formaron
estructuras redondas vy elipticas alrededor del raquis para degradarlo. El estudio revel6 la presencia
de bacterias en forma de bacilos sobre las fibrillas de la pluma (figura 3) durante el proceso de
degradacion, y una gran cantidad de bacterias en el sedimento formado después de la degradacion
(Figura 4).
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Figura 3. Bacterias en una fibrilla de queratina Figura 4. Microscopia electronica de barrido
durante la degradacion de la pluma. después de la degradacion de las plumas.

Algunos estudios han utilizado la microscopia electrénica de barrido para verificar la degradacion de
las plumas con diferentes microorganismos, por ejemplo Al-Musallam et al. (2013) se dieron cuenta
de la degradacion de las plumas utilizando hongos, mostraron densas biopeliculas de micelio fungico
que se unen a las fracciones de plumas, obtuvieron plumas descompuestas en tres semanas.
Ademas, Jeong et al., (2010) estudiaron la degradacion de plumas de pollo usando
Stenotrophomonas maltophilia R13 y verificaron la degradacion mediante microscopia electrénica
de barrido. Informaron que las barbillas se degradaron a 2 dias de incubacion y el eje de la pluma a
4 dias de incubacién; también informaron un agregado de bacterias incrustadas en una matriz
extracelular que se adhiere a la superficie de degradacion.

CONCLUSIONES

El estudio mostré6 que es factible la degradacion de las plumas por medio de un co-cultivo de
bacterias a 35 °C, 150 rpm y 14 dias. Se obtuvo una concentracién de aminoacidos de 2. 6 mg/L
después de la degradacién de las plumas y los aminoacidos presentes de acuerdo con la
espectrofotometria UV-VIS fueron tirosina y triptéfano y con la cromatografia de gases fueron Glicina,
Alanina, Asparagina, Glutamina y Cisteina. Las especies de bacterias identificadas fueron dos
subespecies de Alcaligenes faecalis y Brevundimonas diminuta.
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RESUMEN

La inocuidad de los alimentos es un medio para proteger el desarrollo econdmico y sostenible de un
pais y a su vez promover y cuidar la salud publica siendo un desafio a nivel mundial. Los riesgos
para la salud humana en la ingesta de alimentos pueden deberse a causas de orden bioldgico,
quimico o fisico. La contaminacién por Arsénico es un serio problema para la salud humana. Entre
los principales riesgos a la salud por la ingesta de As se encuentran: diabetes, neuropatias,
conjuntivitis, agrandamiento de higado, cancer, enfermedades cardiovasculares, entre otros. El
objetivo de la investigacion fue evaluar la concentracion de As en suelo y chile (Capsicum Annuum)
en raiz, tallo y fruto en 9 campos agricolas en el municipio de Morelos, Zacatecas, una zona agricola
con historial minero. La concentracién de los analitos se midié por EAA-GH por triplicado. El valor
promedio de las concentraciones para As en suelo se encontraron fuera de los limites especificados
por la norma mexicana nom-147-SEMARNAT/SSA1-2004 con un promedio total de 78.005 mg/kg
contra 22 mg/kg que establece la norma, la USSR Health Ministry de Rusia (1988) establece el limite
maximo de 2 mg/kg en suelo. Para el caso del fruto y planta se compararon los resultados de las
concentraciones con las reportadas por la normativa internacional China (GB 2762-2005) que
establece un limite maximo permisible de 0.5 mg/kg y la Rusa (USSR Health Ministry, 1998) de 0.2
mg/kg en base a estas normas todas las muestras excedieron los limites maximos permisibles. Las
concentraciones de As encontradas en suelo y chile resultaron relevantes siendo este ultimo de
amplia demanda y consumo en la dieta mexicana. Es de suma importancia monitorear el area y
realizar actividades de remediacion que contribuyan a mejorar la salud de la poblacién y la
comercializacion de sus productos.

INTRODUCCION

La contaminacion ambiental es un tema alarmante y de gran trascendencia a nivel mundial puesto
que es un fendmeno que afecta directa o indirectamente la salud y bienestar de los ecosistemas y
en particular de la poblacién. Un area prioritaria dentro del interés de contaminacién ambiental es la
contaminacion agricola. La contaminacion agricola es considerada como contaminacion difusa ya
que su origen no esta claramente definido y puede tener varios focos contaminantes emisores (Patil,
2012).

Es de importancia el conocer la contaminacién agricola para saber las fuentes, origenes de los
contaminantes y tipos de contaminantes (organicos o inorganicos). La contaminacion difusa en suelo
agricola es uno de los temas estratégicos en paises desarrollados como la Unién Europea en donde
se busca entre otras cosas implementar la legislacion ambiental y las actividades de remediacion
para un manejo sustentable en &reas agricolas, asi como garantizar la seguridad alimentaria (Fabietti
et al., 2010) y minimizar el impacto ambiental.

Uno de los principales problemas en la contaminacién agricola es la contaminacion por medio de
metales pesados (MPs), debido a que la mayoria de los metales pesados tienen efectos toxicos
cuando se encuentran en ciertas concentraciones sobre los organismos y practicamente son
indestructibles (Cubadda et al., 2010). Asimismo, se han detectado concentraciones nocivas para la
salud en productos de consumo humano. Las altas concentraciones de MPs, la acumulacién en el
medio ambiente y particularmente en el suelo, del cual pueden ser transferidos a los organismos por
cualquier via del suelo, agua o planta a la cadena alimentaria (Antén & Lizaso, 2010; ATSDR, 2007).
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El As como sustancia toxica por orden de importancia ocup6 el primer lugar entre las 10 primeras
sustancias peligrosas de la lista de prioridades 2007 por la Agencia Americana para las Sustancias
Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR, 2007). La presencia de metales en los suelos es
mas evidente en lugares conocidos por su contaminacion (Herawati et al., 2000).

Los metales pesados comunmente encontrados en los sitios mineros han sido descritos y asociados
con contaminacion y toxicidad (Smith, 1991). La transferencia de los MP entre suelo-planta es la
principal via de exposicion humana (Cui et al., 2004).

Existe una gran relacion entre: areas agricolas cercanas a zonas mineras, metales pesados,
contaminacion del suelo agricola e impactos ambientales estudios anteriores sefalan que algunos
de los impactos ambientales mas comunes en estas areas son: dafio en la vegetacion, acidez del
suelo, concentracion de metales pesados y problemas en la salud (Mandal & Suzuky, 2002; Smith &
Alston, 1998).

Es comun detectar la presencia de metales pesados en pequefias concentraciones en el suelo, agua
y planta en parcelas cercanas a jales mineros. Sin embargo, al exceder ciertos limites o niveles
debido a los contaminantes traidos del exterior la contaminacion del suelo ocurre y los productos
agricolas se vuelven productos contaminados (Arao et al., 2010).

El arsénico y los metales pesados presentan un alto riesgo de contaminar el suelo ya sea por medio
de corrientes de viento o del Drenaje Acido de Mina (DAM). Esta contaminacién alcanza los suelos
agricolas debido a su infiltracion a los sistemas fluviales cercanos. Durante el proceso de crecimiento
del cultivo estos contaminantes derivados o provenientes de los efluentes mineros son absorbidos a
través de las raices o bien depositados sobre el area foliar (Mohammad et al., 2010; VIVO et al.,
2009).

Algunos de los metales pesados, derivados de actividades mineras, que presentan actualmente
graves problemas sociales y ambientales son el Arsénico (As) y el Cadmio (Cd). Al absorber los
productos agricolas una gran cantidad de As o Cd e ingresarlos a la cadena alimenticia por medio
de la ingesta de comida representan un gran riesgo de intoxicacién y de salud de las personas
(Tomohito et al. 2010; Carbonell-Barrachina et al., 2009).

Las practicas de agricultura intensiva producen grandes descargas de lixiviados que se incorporan
a los afluentes y mantos freéaticos, generando tanto un problema de inocuidad local como global.
Siendo necesario el uso de técnicas de muestreo no puntual para realizar la determinacion de las
fuentes de contaminacién, haciendo posible realizar el muestreo de presencia de contaminantes a
través de la ubicacién geografica en donde son producidos los alimentos (Tiwari et al., 2011).

El analisis integral de las concentraciones de elementos quimicos presentes en los cultivos permite
conocer tanto su toxicidad como su aporte nutrimental, siendo una valiosa herramienta para la
integracion de politicas regionales del manejo integrado de cultivos donde es necesario realizar un
balance entrada-salida del sistema de produccién con la finalidad de determinar las fuentes de
contaminacion y los contaminantes generados por los sistemas de producciéon (FAO, 2008).

La identificacion de los componentes toxicos presentes en los alimentos ha tomado ultimamente un
papel preponderante en las discusiones sobre seguridad agroalimentaria. Sin embargo, la alta
demanda de alimentos, la sequia, la erosién, la contaminacién de los mantos freaticos ha llevado a
los productores a utilizar cada vez mas productos nocivos para el ambiente (Kabala & Singh, 2001).
Por otra parte, la industria minera incluye actividades de extracciéon, molienda, procesamiento,
refinamiento y eliminacion de residuos (Barbour, 1994). En muchas de las formas de la mineria, la
produccion de desechos o jales puede causar grandes alteraciones y muy duraderas para el suelo.
(De Haan & Zwerman, 1978). No obstante, entre estos los micronutrientes, pueden alcanzar niveles
en los suelos que son particularmente téxicos para los microorganismos, flora, fauna silvestre y vida
humana. El término metal téxico es solamente aplicado a los elementos considerados no esenciales
para la vida aunque los de mayor interés y mas téxicos son el Cd, Hg, Pb y As. Tales elementos no
solo poseen un riesgo significativo para la salud sino que ademas, disminuyen la produccion de los
cultivos (D’Amore et al., 2005).

Otra fuente de contaminacion por metales pesados es el riego con aguas negras, que estando cerca
de zonas mineras mayormente contienen metales pesados. La presencia de estos metales en la
hortaliza los vuelve biodisponibles, biomagnificandose en la cadena alimentaria y alimenticia; lo que
se convierte en un problema de salud publica y contaminacién del medio ambiente (Alloway, 1990).
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Zacatecas es un estado histéricamente minero tanto de metales preciosos como de aditivos pétreos.
La presencia de indicadores de contaminacion de metales pesados tanto natural como inducida por
la actividad humana en zonas mineras ha sido estudiada en diversos trabajos de investigacion
(Pérez, 2015; Gonzalez, 2015; Santos-Santos et al., 2006). Sin embargo, respecto al estudio del
impacto en la calidad de los productos, la adecuacion a estandares internacionales, la preocupacion
por la salud de los habitantes y del ecosistema aun quedan muchas vertientes por explorar y aunar
esfuerzos relativos a mejorar la calidad y esperanza de vida en las regiones productivas.

El municipio de Morelos se localiza en la regidon centro o de los valles del estado en las coordenadas
102° 36’ 45" longitud oeste y 22° 53’ 12" latitud norte a una altura 2 348 metros sobre el nivel del
mar.

Dado a la necesidad de explorar las caracteristicas quimicas del producto agricola de consumo y
exportacién: Capsicum Annum cultivado en el municipio de Morelos, Zacatecas el objetivo de la
investigacion fue determinar la concentracion de As en el suelo y el fruto (raiz, tallo y chile) en donde
se ubican varias parcelas cercanas a jales mineros y comparar los resultados con normativas
nacionales e internacionales.

TEORIA

Zacatecas es un estado cuya economia se baso en la mineria y hoy, en algunos antiguos pueblos
los productores tienen sus parcelas cercanas a compafiias mineras, jales y plantas de beneficio,
cuyos desechos mineros contienen metales pesados que entran en contacto con los cultivos
(Herrera, 2013).

La importancia del chile en Zacatecas radica en su produccion anual a nivel nacional, ocupando el
primer lugar en el afio 2009 al producir alrededor de 37000 hectareas ese afio (SIAP, 2009). Las
regiones productoras de Zacatecas contribuyeron con un 34% a la produccion de México.

Esta hortaliza es cultivada en los municipios de la regiéon central: Fresnillo, Villa de Cos, Calera de
Victor Rosales, Gral. Enrique Estrada, Morelos, Vetagrande y Guadalupe (Bravo et al., 2010). El
chile para secado es la opcién agricola que ofrece mayores ingresos, ya que genera el 21% del
ingreso agricola estatal. También, es la principal fuente de empleo en el medio rural y demanda un
promedio de 150 jornaleros por hectarea plantada (De la Vega, 2008).

METODOLOGIA

El trabajo de investigacion se realiz6 en la zona agricola de Morelos, Zacatecas, ubicada en el
noroeste del municipio. El total de agricultores interesados en llevar a cabo la determinacion de
Arsénico en sus parcelas y cultivos fue de 8 adicionalmente se agregé un noveno sitio
correspondiente a un sitio de jales mineros cercano a las parcelas esto para la matriz de suelo; para
la matriz de chile (raiz, tallo, fruto) unicamente se consideraron las 8 parcelas agricolas. La tabla 1
muestra las coordenadas de las parcelas y jal minero.

Tabla 1. Coordenada de los puntos de muestreo.

MUESTRA Y X
M1 22.8041944 -102.669889
M2 (JALES MINEROS) 22.8024444 -102.681583
M3 22.8148889 -102.685361
M4 22.8209722 -102.692361
M5 22.8298056 -102.692639
M6 22.8300556 -102.691944
M7 22.8555278 -102.687556
M8 22.8250556 -102.70775
M9 22.8073333 -102.712611
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Fig. 1. Ubicaciéon de los puntos de muestreo.

Para determinar el nimero y tamafio de la muestras de suelo se hizo referencia de la norma NMX-
132-SCFI-2006 (“Muestreo de suelos para la identificacion y la cuantificacion de metales y
metaloides, y manejo de la muestra”). El tipo de muestreo fue aleatorio, se tomaron aleatoriamente
puntos de muestreo de suelo a 15 cm de profundidad, de igual forma en cada punto de muestreo se
tomaron muestras de chile (raiz, tallo y fruto).

Una vez tomadas las muestras se etiquetaron y almacenaron para posteriormente llevarlas al
Laboratorio de Ingenieria Sanitaria y Ambiental ubicado en la Universidad Autonoma de Zacatecas
y se dejaron 2 semanas para retirar cualquier tipo de humedad. Posterior a ello se tomaron 0.5
gramos por muestra, se retiré la materia organica, se secaron a 80 C, se molieron en un mortero y
tamizaron con una malla del #10, se pesaron y fueron almacenadas para su digestion.

La determinacion del contenido de As en suelo y planta involucra la destruccion total o parcial de la
muestra, con el fin de lograr la disolucion del metal se llevo acabo la digestion cerrada (HCI + HN,
3:1) y se logré la disolucidn de las muestras en suelo y planta (raiz, tallo y fruto). Para ello se peso
aproximadamente 0.1 gramos de cada muestra en una balanza analitica marca Orus Radwag 1601
de 4 digitos y se le adiciono 5 ml de HNOs grado ultrapuro de forma directa (predigestion) dejando
en reposo durante un periodo de 24 horas. La digestidn se realizé en el laboratorio de geoquimica
del agua en el area de Geociencias de la Universidad Autonoma de México campus Juriquilla. Las
muestras se sometieron al horno de microondas marca CEM MarsX press a diferentes temperaturas
para realizar la digestion en un lapso aproximado de 30 minutos, una vez digeridas las muestras se
le adiciond 1 ml de Acido Clorhidrico y cada muestra se trasvasé y aforé a 50 ml con agua destilada.
Las muestras se almacenaron a 4°C hasta su analisis para ser cuantificadas por la técnica analitica
de absorcion atémica.

Con el objeto de determinar la concentracion de As en las muestras se utilizé el equipo Perkin-
Elmer modelo 2380 por generacion de hidruros en donde cada muestra se midié 5 veces y se
obtuvo el promedio por muestra. Se obtuvieron mapas de isoconcentracién con los valores
obtenidos.

CONCLUSIONES

a) Suelo

A efecto de comparar los resultados con normativas nacionales e internacionales se elaboré
siguiente tabla 2:
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Tabla 2. Normas de Suelo y Chile.

MATRIZ REFERENCIA LIMITE MAXIMO
PERMITIDO

SUELO AGRICOLA NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 22 mg/Kg

SUELO AGRICOLA USSR Health Ministry de Rusia 2 mg/Kg
(1988)

SUELO AGRICOLA Bowie y Thornton (1985) 40 mg/Kg

SUELO AGRICOLA Garcia-Navarro (2005) Unién 20-50 mg/Kg
Europea

SUELO AGRICOLA Bergmann (1993) 20 mg/Kg

CHILE Normativa internacional China (GB 0.5 mg/kg
2762-2005)

CHILE Normativa Internacional Rusa (USSR 0.2 mg/kg

Health Ministry, 1998)

La Tabla 3 muestra los resultados de la concentracion de As en suelo expresado en mg/kg. Se
analizaron un total de 37 muestras de suelo.

Tabla 3. Resultado de Arsénico en suelo.

#Psuelo M, M Ms M, Ms Me M- Xm DS
P4 48.72 44466 52.268 4049 42360 - -mmeee- 45663 4.797
P 3555.6 351.64 352.84 : 353.382 2.055
P; 72?41 70.187 64.7702 72.62 65.838 - e 69.214  3.717
P4 88?58 103.40 95.145 87?39 96.491 86.918 105.80 94.820 7.678
Ps 566.390 53.:;27 53.637 1 54.755 1.860
Ps 60?34 52.141 52.972 55.154  4.518
P; 22?17 22.833 19.067 21.358  2.011
Ps 23:73 26.895 18.591 19536 20.590 - e 21.837  3.442

P 3403 3393 3456  --- e e e 3417  0.340
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Fig. 2. Analisis de la concentracion de As en las muestras de suelo en Morelos, Zacatecas

En suelo se aprecia (Fig. 2.) que la mayor concentracion se localiza en el sur del area monitoreada
y respecto a la concentracién la gran mayoria de las muestras de suelo supera los valores
establecidos, o bien se encuentran en el limite permitido.

b) Chile

Concentracion (mg/kg)
s

[ S B = S P S SN =B = =

P1 P3 P4 P5 P6 P7T P8 P9

Parcelas

1 Parcelas
— — — Plot 1 USSR Health Ministry, 1998
Plot 1 GB 2762-2005

Fig. 3 Analisis de la concentraciéon de Arsénico en las muestras de chile en Morelos, Zacatecas

En las muestras de chile se observa (Fig. 3) que los valores medidos son muy superiores que los
establecidos por las normas USSR Health Ministry y GB-2762-2005 por lo que se recomienda un
monitoreo constante asi como actividades de remediacién de estas areas.

c) Raiz
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Fig. 4. Analisis de la concentracion de As en las muestras de raiz en Morelos, Zacatecas

Los valores de la concentracion de As en raiz (Fig. 4) demostraron sean aun mas dispares de lo que
establece la normativa haciendo inviable su consumo humano.

d) Tallo

De igual manera la fig. 5 se observa que las concentraciones de Arsénico en las muestras de tallo
se situan muy por encima de los valores establecidos por las normativas vigentes en lo que refiere a
alimentos para consumo humano. Se recomienda un seguimiento mas continuo de los productos
cultivados en las regiones con historial minero.

En general a través del presente estudio pudimos constatar las necesidades de programas de
remediacion para reincorporar las areas con historial minero al sector productivo de alimentos
basicos.
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Fig. 5. Analisis de la concentracion de As en las muestras de tallo en Morelos, Zacatecas
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RESUMEN

México se encuentra en la quinta posicion de productores de frijol a nivel mundial destacando
Durango, como el estado de mayor produccién. La principal problematica es la enfermedad del tizén
de halo, inducido por la bacteria Pseudomonas Syringae la cual provoca manchas circulares, con el
centro necrosado rodeado por un halo amarillento verdoso ocasionando bajos rendimientos y semilla
de mala calidad. Se ha estudiado si los extractos de aceite presentan la propiedad de inhibir el
crecimiento de microorganismos, actuando como agentes bacteriostaticos o antifungicos. El objetivo
del trabajo fue evaluar la efectividad de la aplicacién de extractos de Cuminum cyminum sobre el
crecimiento de Pseudomonas syringae aisladas de frijol variedad Pinto Saltillo. Las semillas se
infectaron con la bacteria, y se realiz6 la siembra en charolas, para después trasplantarse en
macetas. Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 5*7 donde
el Factor A fueron dosis de extracto de comino (4, 6 y 8 mL), un testigo negativo (Agua) y testigo
positivo (hipoclorito de sodio al 5%), el Factor B fueron los dias después de la siembra (7, 14, 21, 28,
35, 42 y 49 dias). Las variables dependientes fueron: altura de planta y presencia de bacteria. Los
resultados indican que si hay diferencias significativas entre los tratamientos, siendo cada dosis igual
de efectiva que el hipoclorito de sodio; lo que significa que el uso de extractos se puede usar como
una alternativa sustentable organica y sustituir los plaguicidas quimicos.

INTRODUCCION

México se encuentra en la quinta posicion de productores de frijol a nivel mundial destacando en su
produccién los estados de Zacatecas, Chihuahua y Durango (Avila, et al., 2011). En Durango se
siembra el 15 % de la superficie nacional cultivada con esta leguminosa y se obtiene el 13 % del
grano producido a nivel nacional. En esta entidad, la superficie promedio anual sembrada con frijol
en 2017 fue 245 mil hectareas y se produjeron 128 mil toneladas de grano (INFOSIAP, 2018). Este
cultivo es afectado por diversos factores abioticos y bidticos que limitan su produccion. Entre los
factores bidticos se encuentran las enfermedades causadas por diferentes agentes entre los que se
encuentran bacterias, virus, nematodos y hongos. Tal es el caso del el tizén de halo, inducido por la
bacteria Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola, generalmente ésta es la primera enfermedad foliar
que se observa en los cultivos de temporal; la cual provoca la defoliacion prematura de las plantas y
puede llegar a causar la muerte de plantas jovenes de variedades; las semillas que alcanzan su
desarrollo y estan infectadas pueden transmitir a P. syringae pv. Phaseolicola, al siguiente ciclo
(Prudencio et al., 2008). Los productores consideran que la fertilizacion, control de maleza, plagas y
enfermedades frecuentemente son efectuados de manera ineficiente por la carencia de recursos y
el alto costo que implica su realizacion. Una alternativa a esta problematica es el uso de extractos
de plantas aromaticas las cuales se han utilizado desde hace mucho tiempo para obtener aromas y
sabores. En la actualidad se han estudiado los extractos y aceites esenciales de condimentos y
especias desde un punto de vista funcional, ya que son usados como antioxidantes, portadores de
nutrimentos y antimicrobianos actuando como agentes bacteriostaticos o antifungicos (Peredo et al.,
2009). Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de la aplicacion de
extractos de Cuminum cyminum sobre el crecimiento de Pseudomonas syringae en frijol variedad
Pinto Saltillo en invernadero.

TEORIA

El estado de Durango es una de las principales entidades productoras de frijol en México. El cultivo
del frijol se encuentra entre los principales productos basicos de la alimentacion del pueblo mexicano,
ocupando el segundo lugar en superficie cultivada, después del maiz (Sanchez et al., 2001). La clase
comercial de grano pinto es la que se siembra en una mayor superficie, seguida de otros tipos de
grano como son negro, canario (garbancillo) y flor de mayo (Rosales et al., 2009). Por su importancia,
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el frijol es considerado por los productores como un cultivo que le proporciona alimento y beneficios
econdmicos, lo que a su vez contribuye al mejoramiento del nivel de vida de la poblacion
duranguense. La rentabilidad promedio registrada se situé entre 1.2 y 1.7, lo cual significa que se
obtiene una ganancia de 20 a 70 centavos, por cada peso invertido en la produccién de frijol (Pajarito,
2015). Actualmente, se requieren procesos sustentables que agreguen valor a la produccion de frijol,
lo cual incrementara los beneficios econémicos obtenidos por los agricultores y la cantidad de divisas
ingresadas al estado de Durango.

La incidencia de las enfermedades en el cultivo de frijol es uno de los principales factores que
disminuye la produccion entre el 23 y 43 %, la calidad y las ganancias al productor. Una de las
enfermedades de importancia econdmica mayor es el tizon de halo (Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola) (Rosales et al., 2009). El tizén de halo se desarrolla con temperaturas de 16 a 20 °C,
humedad relativa alta (> 80%), lluvia y rocio (Prudencio et al., 2008), provoca manchas circulares,
con el centro necrosado rodeado por un halo amarillento verdoso. Posteriormente el area necrética
serasga y cae, silas condiciones son favorables hay defoliacion. La enfermedad puede desarrollarse
de manera sistémica, los brotes nuevos muestran clorosis y la planta es de menor tamano que las
plantas sanas. En las vainas se forman manchas circulares de aspecto grasoso, con exudados color
crema cuando hay humedad relativa alta, al secarse dejan una lesion café rojiza (Rudolph, 1984;
Schwartz, 1989). La bacteria puede causar el aborto de semillas, dejarlas enjutas o causar su muerte.
Las semillas que alcanzan su desarrollo y estan infectadas pueden transmitir a P. syringae pv.
phaseolicola, con lo que facilitan su dispersién al siguiente ciclo (Saettler et al., 1991). El Control
quimico ha tratado de erradicar las bacterias que pueden encontrarse en la semilla antes de la
siembra, pero estas medidas de control no han tenido mucho éxito, debido a que las bacterias en la
semilla estan protegidas por la cuticula, de manera que los métodos mas usuales de tratamientos
no son efectivos contra ellas, Unicamente con tratamientos mas largos, los cuales danan
considerablemente la germinacion.

En los ultimos afos la sociedad ha priorizado los aspectos ambientales y ha dirigido un importante
numero de investigaciones hacia el hallazgo y establecimiento de nuevas alternativas para el manejo
integrado de plagas y enfermedades de las plantas con menos efectos negativos al ambiente
(Vaillant et al., 2009). Los aceites esenciales y extractos de plantas han demostrado su efectividad
antimicrobiana contra agentes fitopatégenos. Tal es el caso del cultivo de comino (Cuminum
cyminum L.) es una planta herbacea anual pequefa, cuyos tallos erectos alcanzan entre 15 y 50 cm
de altura. La planta posee hojas filiformes, alternas, de entre 5 y 10 cm y flores de color blanco o
rosado dispuestas en umbelas pequenas; los frutos son diaquenios ovoides de 4-5 mm de longitud,
con los mericarpos de seccidn semieliptica y con una semilla en su interior. El sabor y el olor son
intensos. Se emplean los frutos y las semillas. Los frutos de comino contienen aceite esencial (2.5-
4%) en el que se han aislado e identificado mas de 60 componentes diferentes (monoterpenos,
sesquiterpenos, aldehidos y 6xidos aromaticos), siendo el principal el aldehidocuminico o cuminal
acompafiado de safranal y en menor proporcién monoterpenos como pineno y terpineol. Se han
aislado ademas glucésidos de lactonas sesquiterpénicas (cuminésidos), flavonoides, esteroides, etc.
La composicién del aceite esencial puede variar dependiendo de diversos factores como el origen
geografico, momento de recoleccion, etc. (Carretero, 2010).

PARTE EXPERIMENTAL

Area de estudio.

El trabajo se establecio en las Instalaciones del Instituto Tecnoldgico del Valle del Guadiana, situado
en el kildbmetro 22.5 de la carretera México-Durango a 24°01°00’ Latitud Norte,104°40°00” Longitud
Oeste, elevacién 1860 m. En el Ejido de Villa Montemorelos Durango y en el invernadero del Campo
Experimental Valle del Guadiana del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias situado en el kildbmetro 4.5 de la carretera Durango-Mezquital a 23°59°23.23’ Latitud Norte,
104°37°26.21’ Longitud Oeste, elevacién 1879 m.
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Figura 1.Ubicacion geografica del INIFAP Figura 2.Ubicacion geografica del ITVG

Aislamiento de cepa nativa de Tizén de Halo.

La cepa utilizada en este trabajo fue aislada de semillas de frijol Pinto Saltillo que fue producida en
el municipio de Panuco de Coronado, Durango en 2017, que presentaba signos claros de tizon de
halo. Muestras de 10 g de semilla fueron selladas en la regién hiliar utilizando pegamento a base de
cianoacrilato. Las semillas se desinfectaron usando una solucioén de hipoclorito de sodio al 2%, en
agitacion constante durante 3 min y luego enjuagadas con agua destilada estéril. En condiciones
asépticas, las semillas secas fueron molidas en 90 mL de buffer de fosfatos en una licuadora
doméstica durante 1 min, para liberar al patégeno de los tejidos de la semilla. La bacteria se aislo
por medio de diluciones seriadas decimales, que luego fueron sembradas sobre B-King por la técnica
de extension en superficie. La incubacion se llevd a cabo a 30°C por 48 h. Los aislados fueron
confirmados considerando la morfologia colonial, morfologia microscépica, metabolismo y una curva
de crecimiento por espectrofotometria a 660nm. Posteriormente, la bacteria se crecié sobre agar
nutritivo por la técnica de agotamiento y se cosechoé raspando el medio con una varilla de vidrio en
“L” y buffer de fosfatos, la suspension bacteriana se coloco dentro de un tubo estéril con tapa.
Produccion del extracto de Comino.

Para la obtencion del extracto de comino se utilizé la técnica de arrastre por vapor, la cual consistié
en colocar 50 gr de material seco en un matraz de destilacion con 750 mL de agua, se tapo el matraz
con un tapén de hule para evitar pérdida de vapor. Se conecté el matraz de destilacién a un
condensador con un tapén de hule horadado cerciorandose que no hubiera fugas de vapor, y con la
corriente de agua de abajo hacia arriba. Con un mechero o una placa calefactora se calenté la mezcla
hasta ebullicién con el fin de generar vapor, recuperando de esta manera el extracto. Se suspendi6
el calentamiento cuando empez6 a verse la mezcla deshidratada. Enseguida se colocé el extracto
en un matraz de separacion, obteniendo asi el aceite esencial y el extracto acuoso. A la fase liquida
restante en el matraz de destilacion se le denomind infusion. Se prepar6 un té de la planta, poniendo
en un matraz Erlenmeyer 10 gr de planta triturada con 250 mL agua destilada, se llevé a ebullicion
por 10 min y se filtr6. Todos los extractos obtenidos se colocaron en frascos ambar y se almacenaron
en refrigeracion hasta su uso. El material vegetal utilizado durante el experimento fue obtenido
comercialmente en la ciudad de Durango, Dgo.

Area experimental y distribucion de tratamientos.

El area experimental estuvo conformada por 18 macetas, donde la unidad experimental fue cada
maceta. El disefio experimental que se utilizé fue un completamente al azar con arreglo factorial 5*7,
con 3 repeticiones por tratamiento; donde el Factor A fueron dosis de extracto de comino (4,6 y 8
mL), un testigo negativo (TN= Agua) y testigo positivo (TP=hipoclorito de sodio al 5%) y el Factor B
fueron los dias después de la siembra (7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 DDS). Las variables dependientes
fueron altura de planta (cm) y presencia y/o ausencia de bacteria.

Manejo Agrondémico del cultivo.

Para evaluar la efectividad de cada uno de los tratamientos sobre la inhibicién de P. syringae, en el
cultivo de frijol se infestaron semillas con cepas aisladas utilizando semillas de la misma variedad,
que fueron embebidas en una suspension de P. syringae, con una concentracion 1x108 durante 10
minutos con agitacién constante. Las semillas infestadas se dejaron remojando en las diferentes
dosis de tratamientos por 30 min. y dejdndolo secar por 24 h. Posteriormente se sembraron en
macetas a una profundidad de 5 cm utilizando como sustrato pet moss. La aplicacion de los
tratamientos fue de manera manual y directamente a la planta a los 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 DDS.
Se realizé una aplicacion de fertilizacion quimica con la dosis de 35-50-00 (N-P205-K20) a las 10
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DDS. En la evaluacion de las variables dependientes se llevé un monitoreo durante cada una de las
etapas fisiologico del cultivo, para la variable altura se midié dénde empieza el tallo hasta la ultima
hoja; y en el caso en la presencia de bacteria se estuvo registrando presencia o ausencia durante
todo el ciclo fisioldgico del cultivo.

Analisis estadisticos.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente en el programa computacional paquete InfoStat
y se aplicé la prueba de medias de diferencia minima significativa (DMS) con un nivel de significancia
a=0.05.

RESULTADOS

En la evaluacién de la variable dependiente de Presencia de la bacteria P. syringae, durante el ciclo
fisiologico del cultivo del frijol en los tratamientos de extractos de comino (4, 6 y 8 mL) y del Testigo
positivo (TP=hipoclorito de sodio al 5%) no se presentd sintomatologia de la bacteria; solo se
presentd en el Testigo negativo (TN) donde solo se aplicd agua. La inhibicidon de la bacteria en el
cultivo se debe a que el comino ha demostrado tener potente actividad antimicrobiana sobre diversas
especies de bacterias y hongos, tanto patégenos como no patdégenos. Los estudios quimicos
realizados indican que la mayor parte de esta actividad antimicrobiana es debido al cuminaldehido
(p-isopropil benzaldehido) presente en el fruto desecado de esta planta (Carretero, 2010).

En el andlisis de varianza de los datos obtenidos en la evaluacion del efecto de extractos de comino
sobre la altura de la planta de frijol, mostré que existe diferencia significativa (p<0.05) entre los
tratamientos de las dosis de los extractos y testigos, los DDS vy la interaccion entre ambos. La prueba
de diferencia de medias de LSD (a=0.05) de los niveles del factor A (dosis de extractos) indica que
los tratamientos con dosis de dosis de extracto de comino y el Testigo positivo son estadisticamente
iguales y diferentes al Testigo negativo (Figura 3A). Tanto los extractos del comino como el Testigo
Positivo mostrardn ser beneficioso en el crecimiento vegetal, lo cual coincide con lo que menciona
Weerasena et al. (1993) que algunos extractos vegetales favorecen la produccion o el rendimiento
de las cosechas.

En el Factor B (DDS) se encontré diferencia significativa entre las semanas de evaluacion, resultado
la semana 7 (49 DDS) y 6 (42 DDS) estadisticamente iguales y diferente a la semana 5 (35 DDS), 4
(28 DDS), 3 (21 DDS) y 2 (14 DDS) y todas diferentes a la semana 1 (7 DDS); con lo anterior se
comprobd que los extractos no inhiben el crecimiento en ninguna de las etapas de desarrollo del
cultivo; asi mismo se observd que se puede minimizar las aplicaciones de los tratamientos (Figura
3B).

4 [ 8 ™ TP
Dosis

A) Factor A ' B) Factor B
1
452" g - a . 72.40 a
1
a 1
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s . &
0 j3]
o 23261 . & 3543
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1
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Fig. 3. Comparacién de medias del Factor A (Tratamientos) y B (semanas).
tMedias con diferente letra indican diferencia significativa, segun la prueba de LSD (P < 0.05).
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CONCLUSIONES

Con este trabajo abre la posibilidad de utilizar productos organicos como el extracto de comino, como
una opcioén para sustituir los productos quimicos que se aplican al cultivo de frijol cuando se presenta
la enfermedad de Tizén de Halo; debido a que provee un control eficiente como agente de control
biolégico y crecimiento del cultivo de frijol.
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RESUMEN

El permeado de suero de leche rico en lactosa es un importante subproducto de la fabricacion de
quesos en México. Acido lactobidnico es un producto de bioconversién derivado de la lactosa, que
puede ser utilizado como un agente acidificante no calérico, con propiedades aromatizantes de gran
valor. Lactobionato se obtiene por oxidasas de hidratos de carbono especificos lactosa, ampliamente
presentes en cepas microbianas. El presente estudio consistio en el cribado y seleccién de cepas de
hongos, que pudieron realizar la conversidon enzimatica de carbohidratos en acidos organicos, por
su capacidad para producir y secretar el carbohidrato oxidasa en fermentacién sumergida. Las
muestras de suelo de diferentes ecosistemas naturales de México, se utilizaron como fuentes de
cultivos de hongos filamentosos. Formulaciones de medios Lactosa enriquecidos descritos para el
aislamiento de los ascomicetos, se utilizaron como medios semi-selectivos. Mas de 130 cepas fueron
seleccionados por su capacidad para acidificar un medio de lactosa complejo, usando azul de
bromofenol como indicador de pH. Tanto un ensayo colorimétrico se utilizé para el cribado
secundario. Siete cepas MWPK-B42, CJ51, CB-5A, H71D, COA-L31, CIL-G31 y TLA-4J se
seleccionaron por su capacidad de producir carbohidrato oxidasa como se evidencia por métodos
de CCF. El analisis preliminar morfolégico y microscépico indica que las cepas positivas pertenecen
ala Aspergillaceae o la Fusariaceae. Una cepa seleccionada, MWPK-B42 ha demostrado una mayor
produccion extracelular de oxidasa de lactosa en fermentacién sumergida, utilizando medios liquidos
que contienen lactosa como Unica fuente de carbono.

INTRODUCCION

La industria lactea es uno de los sectores mas importantes de la economia de paises industrializados
y en desarrollo. Aproximadamente 90% del total de la leche utilizada en la industria quesera es
eliminada como lactosuero el cual retiene cerca de 55% del total de ingredientes de la leche como
la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales. Un mayor porcentaje de este residuo es
descartado como efluente provocando serios problemas ambientales, debido a que afecta fisica y
quimicamente la estructura del suelo, esto da como resultado la disminucion del rendimiento de
cultivos agricolas; cuando se desecha en el agua reduce la vida acuatica al agotar el oxigeno
disuelto.

La distribucién mundial de la produccion de lactosuero es del 53% en Europa, 28% en América del
Norte, 6% en Asia, 5% en Africa, 4% en Oceania y 4% en América del Sur, anualmente estos
porcentajes representan 110-115 millones de L/afo de este subproducto de la elaboracion
principalmente de queso (Almécija, M.C. 2007). Se estima que el 45% de este subproducto se
desecha enrios, lagos y en otros centros de aguas residuales, también en el suelo, lo que representa
una pérdida significativa de nutrientes y al mismo tiempo ocasiona serios problemas de
contaminacion. El porcentaje restante es tratado y transformado en varios productos alimenticios, de
los cuales cerca del 45% es usado directamente en forma liquida, 30% en polvo, 15% como lactosa
y subproductos, y el resto como concentrados de proteina de lactosuero.

Considerables esfuerzos han sido realizados en el pasado para explorar nuevas alternativas para la
utilizacion de lactosuero y con ello disminuir la contaminacion ambiental. Entre los productos de
exitosa aceptacién se encuentran las bebidas refrescantes, bebidas fermentadas y alcohdlicas,
biopeliculas, produccion de acidos organicos, concentrados de proteinas, derivados de lactosa entre
otros debido a sus bajos costos de produccion, grado de calidad alimenticia y aceptable sabor.
Microorganismos como Aspergillus niger, Penicillium glaucum 'y P. amagasakiense son capaces de
producir GOX, y en concentraciones mas bajas esta Penicillium variabile (Petruccioli et al.; 1993),
Phanerochaete chrysosporium (Kelly et al.; 1986), Talaromyces flavus (Kim et al., 1990), Penicillium
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expansum. Por lo tanto, se tiene un gran interés en el aislamiento de hongos filamentosos que
produzcan GOx a partir de lactosa, para la conversion de nuevos productos con valor agregado en
la industria alimentaria.

METODOLOGIA

Recoleccion de muestras

Las muestras de suelo se recolectaron en la Sierra Nororiental del estado de Puebla, en el sur del
estado de Tlaxcala y zona cafetalera del estado de Veracruz, las cuales se conservaron en bolsas
de polipapel etiquetadas y se guardaron 4 °C hasta su utilizacion.

Aislamiento de hongos en medios selectivos

Lavado de la muestra. Se pesaron 10 g de cada muestra de suelo y se colocaron en matraces
erlenmeyer de 1L. En campana de flujo laminar se adicionaron 90 ml de medio de sales minerales
definido por Mandel y Weber (1969) estéril. La muestra se incubo en un agitador orbital a 100 rpm
durante 1 h.

Técnica de dilucion en placa. Esta técnica se utilizé para cuantificar los microorganismos en placa
de cultivo realizando diluciones del suelo. Se utilizé 1 ml de la muestra homogenizada en medio de
sales minerales se mezclé con 9 ml de agua destilada en tubos de ensaye en condiciones estériles,
y se realizaron diluciones seriadas, las cuales se agitaron por 1 minuto, para luego realizar la siembra
masiva en superficie (100 pl de muestra diluida) en medios de cultivo selectivos: para el género
Fusarium se utilizé el medio Medio de Nash and Snyder (1965) y el género Mucoral medio de
Mandels y Sternburg modificado (Fawzi 2010). Posteriormente se incubaron de 3 a 10 dias a
temperatura ambiente, 28 +/- y 45° C para observar el crecimiento de colonias de hongos. Los
aislamientos se purificaron por resiembra en placas de PDA.

Determinacon de actividad enzimatica de carbohidratos oxidasas en placa.

Se realizé un escrutinio primario para la seleccion de cepas productoras de lactosa oxidasa (LacOX)
y glucosa oxidasa (GOX) con azul de bromofenol con concentracion 0.01 % (p/v), contenido en el
medio sdlido, el cual se formulo con diferentes fuentes de carbono (glucosa, lactosa y almidén). Las
placas se incubaron y se observé cada 24 h la presencia de decoloracion en el medio (Saul Alonso
et al.; 2011).

Fermentacion liquida.

Se inocularon matraces, los cuales contenian un volumen de trabajo de 500 ml de medio de lactosa
modificado con una concentraciéon de esporas de 1 x 108 UFC/ml, los cultivos se colocaron en un
agitador orbital a 150 rpm y se incubaron a 28+/- °C, sacrificando un matraz y duplicado cada 24, 48
y 72 dias por el periodo de la fermentacion analizar. El cultivo liquido se microfiltro en membranas
millipore de 0.22 ym vy transfirid el microfiltrado a un ultrafiltrador marca millipore con una membrana
de polietilensulfona de tamario de exclusién de 10 kDa.

Actividad enzimatica por colorimetria para la determinacion de lactosa oxidasa

La actividad se determiné a 40°C durante un tiempo de incubacion de 0, 4, 8 y 24 h, la mezcla de
reaccion contiene 500 pL de sobrenadante, 500 uL de buffer de fosfatos 0.2 mM pH 6.5, 500 uL de
agua destilada, 500 pL de reactivo peroxidase horseradisch - o-dianisidina y 500 pl de solucién de
lactosa (1%). Transcurrido el tiempo de incubacién, la reaccion enzimatica se detuvo con 2ml de HCI
6N y se observod la coloracion (purpura-rosa).

Determinacion de acido lactobionico por cromatografia en capa fina (tic).

Para la determinacién de productos de reaccidon en cromatografia de capa fina (TLC), se llevé por
un método de reacciéon enzimatica donde actividad enzimatica se determind a 40°C durante un
tiempo de reaccion de 0, 2, 4, 8, 12 y 24 h.; la mezcla de reaccion contiene 500 ul de sobrenadante
ultrafiltrado, 500 pl de buffer de fosfatos 100 mM pH 6.5, 500 ul de agua destilada y 500 pl de solucion
de lactosa (5%). Después del tiempo de incubacion, los productos de reaccion fueron revelados a
través de una placa de silica gel usando n-butanol- acido acético- agua (2:1:0.8, v/v) como
disolvente, se revelo con H2SO4 — Metanol (10%), se detectaron mediante el calentamiento de la
placa 110-120°.
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RESULTADOS

Aislamiento de hongos filamentosos en medios selectivos.

Los medios fueron formulados con solo dos fuentes de carbono glucosa y lactosa. En la tabla 1 se
presentan los resultados del niumero total de los aislamientos en las 3 muestras de suelos colectadas
en diferentes zonas de muestreo. Las colonias de hongos que crecieron en los medios solidos se
representan en UFC por gramo de suelo (UFC/g), dando un total de 106 aislamientos que crecieron
en 30°C y 32 aislamientos que crecieron en 45°C. Estos aislamientos se realizaron a partir de la
diluciéon 1 x 103- 1 x 108,

Tabla 1. Numero de total de colonias de hongos obtenidos en medios de cultivo selectivos.

Medios de cultivo No. de aislamientos
Medio general PDA 23
Medio selectivo para Mucorales (Schneider, Keiblinger) 26
Medio selectivo Fusarium (Nash and Snyder) 41
Medio enriquecido con Glucosa 28
Medio enriquecido con Lactosa 20

El efecto del medio de plaqueo tuvo un claro efecto sobre el nimero de morfotipos coloniales
recuperados. El medio de Nash and Snyder fue el mas efectivo en la recuperacion de diferentes
morfotipos de hongos filamentosos ya que la fuente de nitrdgeno es mayor comparada con los otros
medios, ya que el nitrégeno es importante para realizar la biosintesis de proteinas, carbohidratos al
igual que la fuente de carbono contenida en el medio. Segun Mayea et al.; en 1991, Giri et al.; en el
2005 reportaron que la mayor diversidad de hongos filamentosos en suelo se encuentran Fusarium,
Aspergillus-Penicillium y Mucorales entre otros.

Porciento de Morfotipos coloniales por efecto del
medio de

% Aspergilus 8% Mucor % Fusarium @ % Oto

Fig. 1 Efecto del medio de plaqueo sobre el porcentaje de morfotipos coloniales totales cultivados a
partir de muestras de suelos.

Determinacion de actividad de carbohidrato oxidasa en placa

Con el objeto de detectar de manera cualitativa la presencia de carbohidrato oxidasa en los cultivos
de hongos filamentosos aislados, se adaptd un método de deteccion de cepas que acidifican en
placa en presencia de lactosa y glucosa, esto permitié distinguir las cepas que son incapaces de
producir acido en cortos tiempos de crecimiento contra aquellas que si son capaces de producir
acidos.

Los resultados de la evaluacion de 138 cepas en el escrutinio primario de decoloracion de azul de
bromofenol permitieron la seleccién de 20 cepas, mismas que presentaron muy buena actividad
decoloradora en placas con glucosa. Dentro de esas 20 cepas, 7 cepas de hongos filamentosos
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(MWPK-B42, CJ51, CB-5A, H71D, COA-L31, CIL-G31 y TLA-4J) presentaron actividad decolorativa
en medio de lactosa.

Este enfoque ha permitido la distincion entre la fase de crecimiento celular durante las primeras 24
h., estos resultados proporcionan la idea que dichas cepas de hongos pueden oxidar la fuente de
carbono presente en el medio como se muestra en la tabla 2.

Nombre de la cepa Actividad LacOX en placa

MWPK-B42 //\‘

TLA-4J

CB-5A

Tabla 2. Actividad de decoloracion de azul de bromofenol en placas de lactosa, a las 24 horas por
cepas seleccionadas (Temperatura de incubacion de 30°C).

Tres cepas de hongos filamentosos MWPK-B42; TLA-4J y CB-5A, demostraron rapida actividad
acidificante en placas con medio de lactosa, en presencia de azul de bromofenol. Por lo tanto, se
estudiaron en escrutinios posteriores para demostrar oxidacién de lactosa.

Fermentacion liquida para produccion de lactosa oxidasa.

Tres cepas MWPK-B42, CB-5A y TLA-4J seleccionadas por su actividad de decoloracion de azul de
bromofenol, se utilizaron en los estudios de produccién de lactosa oxidasa.

Para la produccion de enzima, se cultivaron las cepas MWPK-B42 CB-5A y TLA-4J en matraces de
2.5 L, con un volumen de trabajo de 500 ml de medio de lactosa. Los cultivos se incubaron a 24, 48
y 72 h., se separo la biomasa y el sobrenadante mediante un sistema de filtracion. El sobrenadante
fue microfiltrado con membranas millipore de 0.22 ym y posteriormente se ultrafiltro con una
membrana de 10 kDa, permitiendo retener y concentrar la enzima contenida en el sobrenadante
obtenido de la microfiltracion.

Actividad de lactosa oxidasa por colorimetria.

Para el analisis de la actividad enzimatica se utilizaron los sobrenadantes obtenidos a partir de un
cultivo de fermentacién de 48 h. La mezcla de reaccién para produccién de lactosa oxidasa se
mantuvo por 8 h. En la figura 2a se ilustra el resultado del ensayo enzimatico del sobrenadante
obtenido en la fermentacion liquida de la cepa aislada MWPK-B42. En la figura 12a se puede
observar que a un tiempo de reaccion de 8 h esta cepa presenta una mayor intensidad de coloracion
y por lo tanto se consideré como una cepa productora de carbohidrato oxidasa, lo cual se comprobé
con la adicién de un cromégeno como o-dianisidina, con este método se generé de manera positiva
los productos de oxidacion, el cual este método es utilizable para el aislamiento y seleccién de
microorganismos capaces de producir enzimas oxidativas.

En la figura 2b se puede observar que para la cepa CB-5A el mismo tipo de determinacién de
actividad enzimatica resulta en una coloracion menos intensa que la cepa MWPK-B42. La figura 2c
ilustra el resultado de la reaccion utilizando sobrenadante de la cepa TLA-4J.
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Fig. 2a Fig.2b Fig.2c
Fig.2 Determinacion de actividad enzimatica de lactosa oxidasa por aparicion color purpura, donde
2a.- mezcla de reaccion de MWPK-B42, 2b.- mezcla de reaccién de CB-5A y 2¢c- mezcla de
reaccion de TLA-4J.

Los resultados de la figura 12 revelan que la mayor actividad enzimatica de lactosa por andlisis
colorimetro basados en la reacciéon de o-dianisidina se presenta en sobrenadante microfiltrados y
ultrafiltrados de la cepa MWPK-B42.

Determinacion de estandares de lactosa y acido lactobiénico por cromatografia en capa fina (tlc)

El método de cromatografia de capa fina (TLC) permitio la separacion exitosa de los estandares de
lactosa y acido lactobidnico, lo que permitié detectar y estimar cuantitativamente la presencia de
acido lactobidnico en los productos de reaccion enzimatica.

Se estandarizaron métodos para la cromatografia de capa fina, donde se realizé en una placa de
silica gel en vidrio utilizando una fase mévil con un sistema de solventes n-butanol- Acido Acético-
Agua (2:1:0.8) mismo que fue modificado para una mejor separacion de los compuestos (Ludwig et
al. 2004). La placa se revelo mediante el uso de aspersion de acido sulfurico-metanol al 10%. Una
vez revelados los puntos interés se generan manchas circulares correspondientes a cada
compuesto.

La figura 3 se presenta un cromatograma tipico que contiene los estandares de los estandares de
lactosa, &cido lactobiénico y una mezcla de los mismos. En dicho analisis se inyecto 1uL de una
solucion de lactosa (10 mg/ml); 1uL de acido lactobiénico (30 mg/ml); y 1uL de la mezcla de ambos
compuestos. Una vez desarrollada la cromatografia y tratada la placa para revelacion el aspecto del
cromatograma es el que se presenta en la figura 3.

Lactosa (1mg/ml) LBA 3mg/ml

Fig. 3. Cromatograma desarrollado para cromatografia de capa fina para lactosa y acido
lactobionico
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CONCLUSIONES

La Tecnologia de Enzimas, constituye una de las areas de mayor importancia de la Biotecnologia.
Una enzima que destaca en importancia econémica por su gran aplicacion en la industria alimenticia
es la lactosa oxidasa, su produccion y uso hace posible la conversién de lactosa, un disacarido de
baja digestibilidad, y residual de la produccion de quesos, en acido lactobionico, un acido de gran
valor en alimentos y bebidas.

Mediante un sistema de decoloracién en placa de azul de bromofenol, fue posible seleccionar 3
cepas potencialmente productoras de carbohidrato oxidasas. De manera relevante, se seleccionaron
las cepas MWPK-B42, CB-5A y TLA-4J. Dichas cepas presentaron decoloracion de azul de
bromofenol medio de lactosa, de estas cepas antes mencionadas 3 tienen una muy buena actividad
acidificante en lactosa, por lo cual se estudiaron en escrutinios posteriores para el analisis de lactosa
oxidasa en fermentaciones en medio liquido.

Lo cual se comprobd con la adicidon de un cromégeno como o-dianisidina, con este método se genero
de manera positiva los productos de oxidacién, el cual este método es utilizable para el aislamiento
y seleccion de microorganismos capaces de producir enzimas oxidativas.

Se adapto tecnologia de screening y seleccion en placa, en cromatografia de capa fina, que permitié
la seleccidon de cepas productoras de lactosa oxidasa.
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RESUMEN

En diversidad de cactaceas, México ocupa el primer lugar, las cuales juegan un papel muy
importante. En zonas éaridas y semiaridas del mundo se utilizan ampliamente como forraje de
emergencia en épocas de sequias. Esta situacion es alarmante por lo que, es necesario establecer
técnicas de propagacion que permitan incrementar el material vegetal, ajustando protocolos de
regeneracion para cada especie por individual. La multiplicacién de brotes se origind a través de la
activacion de areolas del cultivar Villanueva (Opuntia ficus-indica), logrando establecer los explantes
en medio de cultivo MS mas 3.0 mg L' de 6-bencilaminopurina (BAP), 1.0 mg L' de acido
naftalenacético (ANA) y bifosfato de sodio (NaH2PO4) 170 mg L-'. En estas condiciones de cultivo
permanecieron por 8 semanas donde la variable evaluada fue: numero y longitud de brotes. Se
obtuvo un promedio de 4.56 brotes por explante, existiendo un promedio de 2.14 brotes de 1.0cmy
2.42 brotes de 2.0 cm de largo; no existié diferencia significativa en longitud de brotes. Se cambio el
balance hormonal y se cuantificaron a las 8 semanas nuevamente, existiendo 22.3 brotes por
explante, presentando un promedio de 12.6 brotes de 1.0 cm y 10.4 de 2.0 cm de longitud; no existo
diferencia significativa en ninguna de las dos variables evaluadas bajo estas condiciones.

INTRODUCCION

La familia Cactaceae comprende unas 2000 especies, principalmente en América central y América
del sur, y se reporta que alrededor de 715 especies existen en nuestro pais. Destacando los géneros
Mammillaria y Opuntia, este ultimo juega un papel muy importante en nuestra cultura, por su
diversidad y distribucion en México (Sanchez y Hernandez, 2002).

Actualmente, el cultivo del nopal ha tenido una importante aceptacion, no solo en nuestro pais, sino
en otras partes del mundo, por sus valores nutricionales y sus usos multiples, cumple una importante
funcién en la agricultura de subsistencia por medio de la produccién de fruta, verdura, forraje, y otros
usos como colorantes naturales, plantas medicinales, cercos vivientes, ornamentales, alimentos
procesados, industria de farmacos, cosméticos, bebidas alcohdlicas, grana de cochinilla entre otras
(Casas y Barbera, 2002 ; Rodriguez-Félix, 2002).

La propagacion de nopal se realiza vegetativamente a través del enraizamiento de cladodios
individuales o multiples, pequenas porciones de cladodios maduros que comprenden dos o mas
areolas, o mediante el uso de frutas como propagulos (Estrada-Luna et al., 1988). Hoy en dia existen
métodos biotecnoldgicos como el cultivo de tejidos vegetal, que se utilizan a gran escala en diversos
paises del mundo. Entre las aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales se puede mencionar la
micropropagacion o clonacién in vitro de plantas. (Mata et al., 2001). Por lo que, Giusti et al., (2002)
proponen la propagacién clonal a través de la micropropagacion, como una via factible para las
reproduccién y conservacion de cactaceas.

TEORIA

Actualmente se reporta que el territorio nacional cuenta con 50 a 70 % con zonas aridas y semiaridas.
Por lo que; la agricultura en estas zonas requiere de cultivos alternativos que permitan elevar la
productividad generando alimentos con poco insumo de agua (Granados 1991). Opuntia es una
especie de rapida adaptacion a diversas condiciones climaticas y edaficas puesto que puede ser
establecida en cualquier regién del mundo, ya sea en climas templados-secos, aridos y semiaridos.
Entre sus principales funciones se utiliza para proteger el suelo de la erosién y restauracion de los
degradados, esta cactacea juega un papel ecoldgico decisivo al frenar la degradacion de suelos
deforestados en zonas aridas de México. Ademas, se ha convertido en un importante cultivo de frutas
exoéticas, hortalizas y produccion de forraje en México, Estados Unidos, Chile, Argentina, Israel, Italia
y Sudéfrica, donde se ha adaptado a condiciones de sequia, lluvias escasas, suelos pobres y
propensos a la erosion (Pimienta-Barrios y Mufioz-Urias, 1995; Flores-Valdez, 1994). Por otro lado,
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ofrecen posibilidades excepcionales para producir biomasa en zonas de escasez de agua que son
Utiles para la alimentacion del ganado (Felker et al., 2006).

El cultivo de tejidos ha demostrado ser exitoso en varias especies de la familia Cactaceae
(Hubstenberger et al., 1992; Ojeda-Zacarias et al., 2012). El uso de la biotecnologia vegetal es la
disciplina que mas desarrollo ha demostrado en los Ultimos afios. Actualmente ofrece una alternativa
real para la resolucion de un gran numero de problemas relacionados con el mejor aprovechamiento
de las plantas por parte del hombre. El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta que se ha
utilizado con éxito para conservacion de germoplasma. Por lo que, es necesario establecer técnicas
de propagacion que permitan incrementar la disponibilidad del material vegetal, ajustando protocolos
de regeneracion para cada especie en particular ya que existe el problema de que algunas son
consideradas como recalcitrantes. Por los antecedentes antes mencionado el objetivo del presente
trabajo consistié en evaluar la capacidad de regeneracion del cultivar Villanueva de Opuntia ficus-
indica que permita su multiplicacién y conservacion a través del cultivo in vitro.

PARTE EXPERIMENTAL

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia
- Unidad Marin, de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn durante el semestre enero — junio del
2017. Los explantes usados en la investigacion fueron tomados de material ya existente in vitro. La
multiplicacion de brotes consistio en utilizar explantes asépticos cultivados in vitro, se establecieron
explantes de 1.0 cm de longitud en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con la
combinacion de BAP 3.0 mg L', ANA 1.0 mg L™, fosfato diacido de sodio (NaH2PO4) 170 mg L,
tiamina 1.0 mg L' piridoxina 0.5 mg L', acido nicotinico 0.5 mg L', sacarosa 30 gr L-!, Phytagel 4.0
g L'y pH ajustando a 5.5. Antes del establecimiento de los explantes en el medio, este fue
esterilizado en autoclave a 1.2 kg cm2, 121 °C, durante 15 min. Concluido el establecimiento de los
explantes, estos fueron colocados en condiciones controlados temperatura de 24 +2 °C, y fotoperiodo
de 16 h luz (1800 Ilux) y ocho horas de oscuridad, usando lamparas de luz blanca. En estas
condiciones de cultivo permanecieron por ocho semanas. El experimento consistié en establecer 10
unidades experimentales bajo un disefio completamente al azar y se evalué la variable nimero y
longitud de brotes. Posteriormente estos brotes se subcultivaron al medio de cultivo MS pero
disminuyendo la dosis de los reguladores de crecimiento, BAP 1.0 mg L', ANA 0.5 mg L', fosfato
diacido de sodio (NaH2PO4) 170 mg L, tiamina 1.0 mg L', piridoxina 0.5 mg L', &cido nicotinico 0.5
mg L, glicina 0.2 mg L', carbdn activado 2.0 gr L-" sacarosa 30 gr L', Phytagel 4.0 gr L-! ajustando
a 5.5 el pH. Después de ocho semanas se evalué nuevamente el nimero y longitud de brotes. Los
datos obtenidos se analizaron a través de una prueba estadistica no paramétrica de X2.

RESULTADOS

Después de ocho semanas se evalué el niumero y longitud de brotes de 10 repeticiones a través de
una X2. Donde se pudo observar un promedio de 4.56 brotes por explante, y los promedios de
longitud fueron de 2.14 brotes de un centimetro y 2.42 de dos, no existiendo diferencia significativa
en cuanto a la longitud de brotes. Estos brotes fueron transferidos a otros balances hormonales y
fue hasta las ocho semanas que se evaluaron nuevamente. Se tuvo un promedio de 22.3 brotes por
explante, y los promedios de longitud fueron de 12.6 brotes de un centimetro y 2.4 de dos, no existio
diferencia significativa en cuanto al numero de brotes y longitud de estos por explante. Con respecto
a esto, Johnson y Emino (1979), reportan que las citocininas son un factor eficiente en el rompimiento
del letargo en yemas de cactaceas. La respuesta obtenida en esta investigacion es mayor,
comparada con otros trabajos que utilizando la combinacion de auxinas y citocininas produjeron
unicamente una media de 7.9 brotes, tal es el caso de los resultados de (Ault y Blackmon, 1987;
Estrada y Trevifio, 1991). Con respecto al enraizamiento en este cultivar no fue necesario pasar los
explantes a un medio especial debido a que todos los brotes produjeron raices en la parte basal, asi
como raices adventicias.

CONCLUSIONES

Las dosis de los reguladores de crecimiento permitieron la multiplicacion de brotes del cultivar
Villanueva Opuntia ficus-indica, logrando la propagacion de la especie por cultivo in vitro a partir de
activacion de las areolas como fuente de explante.
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RESUMEN

En las ultimas décadas se ha incrementado el indice de enfermedades crénico-degenerativas, lo
cual representa un alto costo para el sector salud a nivel mundial y nacional, debido al empleo de
farmacos especializados. Ultimamente existe un mayor interés por investigar compuestos de fuentes
naturales como alternativa de uso en la prevencion o inhibicion de éstas enfermedades. El jengibre
es una especie ampliamente empleada en la medicina tradicional, y existen estudios donde se
evidencia el efecto de compuestos fendlicos sobre diversas enfermedades. Sin embargo, a la fecha
los estudios no incluyen optimizacién de extraccién de dichos compuestos, lo cual es necesario para
evaluar todos los efectos asociados a la concentracion de dichos compuestos. El presente trabajo
tiene por objetivo optimizar las condiciones de extraccion de compuestos fendlicos en la pulpa,
rizoma y epidermis de jengibre. Se optd por un disefio central compuesto con 2 factores y 2 bloques
con 18 corridas. La extraccion metandlica de compuestos fendlicos fue sodlido-liquida, y la
cuantificacion fue por el método de Folin-Ciocalteus. Los resultados mostraron que el tiempo tiene
un efecto en la extraccion y que las condiciones 6ptimas de extraccién son tiempo de agitacion de
30 min y en 10 mL de metanol, ademas se aprecia que la pulpa es la parte del rizoma que mayor
contenido de fenoles totales presenta. Los datos resultantes del presente trabajo se emplearan para
evaluar actividad bioldgica antiinflamatoria relacionada con el desarrollo de enfermedades cronico-
degenerativas.

INTRODUCCION

El rizoma de jengibre (Zingiber officinale), es una especie ampliamente utilizada de manera
tradicional como especia en la elaboracion de alimentos y en la medicina tradicional desde tiempos
inmemorables. Se ha empleado en fresco o0 en seco para el tratamiento herbolario de enfermedades
respiratorias, gastrointestinales, reumaticas y para aliviar el dolor de muelas 1. Existen evidencia
cientifica que extractos acuosos o metandlicos presentan actividad anticancerigena, antialérgica,
antihelmintica, antimicrobiana, antioxidante, propiedades reductoras de colesterol util en el
tratamiento de enfermedades cardiacas.?

Los mencionados beneficios a la salud se atribuyen a ciertos grupos de compuestos presentes en el
rizoma de jengibre, se ha reportado que contiene compuestos como beta-caroteno, acido ascérbico,
terpenoides, alcaloides y polifenoles como flavonoides, flavonas glucosiladas, rutina?
sesquiterpenos, dietoheptanoides y compuestos relacionados con gingerol.

Recientemente se ha reportado la identificacion y dilucidacion estructural de dos nuevos
fenilalcaloides presentes en el rizoma variedad roscoe proveniente de China, son los compuestos 5-
hidroxi-1-(4’,5’-dihidroxi-3’-metoxifenil) dodecan-3-ona y 1-(4’,5’-dihidroxi-3’-metoxifenil) dodec-4-en-
3-ona“. La dilucidacién estructural de los compuestos presentes en los extractos de jengibre es parte
importante de un estudio cada mas fino acerca de la comprension de los mecanismos de accion de
la bioactividad reportada para dichos extractos.

De manera especifica, la actividad biolégica que presentan los extractos del rizoma de jengibre se
han atribuido a compuestos derivados de la ruta del acido shikimico, como los compuestos fendlicos.
Es necesario evaluar el efecto de la concentracién de compuestos fendlicos sobre las diferentes
actividades bioldgicas, y descartar posibles efectos adversos que una alta concentracion de
compuestos fendlicos podria causar en el organismo humano. Existen poca informacién acerca de
la optimizacion de extraccién de compuestos fendlicos tomando en cuenta las partes de la muestra,
tiempos y volumenes de solvente. Dado lo anterior, el objetivo del presente trabajo es optimizar las
condiciones de extraccién (tiempo de agitacion y volumen del solvente) de compuestos fendlicos en
diferentes partes (epidermis, pulpa y rizoma) del jengibre (Zingiber officinale).
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PARTE EXPERIMENTAL

Disefo de experimentos y optimizacion. Se realizé un disefio central compuesto, el cual consistio en
2 factores con 4 corridas y 2 réplicas, tomando 6 puntos centrales y 4 puntos axiales a 2 bloques,
con un total de 18 corridas. (Cuadro 1). El cual estimara todos los efectos principales lineales y las
interacciones de dos factores. Se realizé en el software Minitab 18.1 Minitab 17 Statistical Software
(2018). [Computer software]. State College, PA: Minitab, Inc. (www.minitab.com). Para el
experimento de optimizacion, se creé un disefio de caracterizacion con 2 factores criticos [tiempo de
agitacion (10 a 30 min) y volumen de solvente (5 a 10 mL)] los cuales se sabe por experiencia tienen
mayor influencia en la respuesta. Para maximizar la concentraciéon de compuestos fendlicos, 1) se
realizé una prueba con el disefio de caracterizacion inicial para ver si hay curvatura en los factores
continuos, 2) si se detecta curvatura, el segundo paso es agregar mas corridas al disefio para
modelar la curvatura y usar ese modelo para determinar la mejor configuracion de los factores
criticos.

Cuadro 1. Disefio de experimentos 2 factores, 2 bloques, 2 réplicas y 3 puntos centrales.

Punto Bloques tiempo volumen Hg EAG/ g PF*
Central (min) (mL)

1 1 30 5

0 1 20 7.5
1 1 30 10
1 1 10 10
1 1 10 5

0 1 20 7.5
1 1 30 5

0 1 20 7.5
1 1 10 10
1 1 30 10
1 1 10 5

-1 2 30 7.5
-1 2 20 5

0 2 20 7.5
0 2 20 7.5
0 2 20 7.5
-1 2 10 7.5
-1 2 20 10

*micro gramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra en peso fresco

Preparacion de las muestras.

Las muestras de jengibre se obtuvieron de un mercado local, se lavaron primero con agua de grifo y
posteriormente, agua destilada y se dividieron en epidermis (E), pulpa (P) y rizoma completo (R).
Cada estructura se homogenizé y se almacené a -20°C hasta su analisis.

Extraccion de compuestos fendlicos.

Para la extraccion de compuestos fendlicos a 1 g de muestra a -20°C se agreg6 el volumen de
metanol segun correspondiera a la corrida del disefio experimental y se dejo en agitaciéon a 200 rpm
en condiciones de oscuridad segun los tiempos establecidos en la corrida del disefio. Posteriormente,
los extractos fueron filtrados y almacenados en atmdsfera inerte (nitrégeno gaseoso de alta pureza)
a — 20°C para el posterior andlisis. Todos los extractos se realizaron por triplicado.

Cuantificacion de fenoles totales.

A 100 pL de cada extracto se le adiciond 0.75 mL del reactivo Folin Ciocalteau diluido 10 veces con
agua destilada. La mezcla se dejo reposar durante 5 min en ausencia de luz. Después de este tiempo
se agrego 0.75 mL de solucion de Carbonato de sodio (NaHCO3) a concentracién de 60 g/L, para
neutralizar la reaccion. Se dejo reposar 90 min para obtener la lectura a 725 nm. La cuantificacion
se realizoé por triplicado. Las absorbancias obtenidas se interpolaron en una curva de calibracién con
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acido galico como estandar externo (Fig. 1). Los resultados se expresaron en ug equivalentes de
acido galico por gramo en peso fresco (ug EAG/g PF).

15
g y = 5.2261x - 0.0578 ®
n R*=0.9877 L
N 10 %
©
) e
3]
g 05 .._g"
_e ...
o 0
w
200 ¢

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
mg/mL Acgalico

Figura 1. Curva de calibracion de fenoles totales con &cido galico

RESULTADOS

Los resultados de la optimizacion de extraccion de compuestos fendlicos en diferentes partes del
rizoma de jengibre (Zingiber officinale) se muestran en los graficos de superficie de respuesta (Fig.
2). Para la pulpa, rizoma completo y epidermis, la configuracion éptima de extraccion fue de 30 min
de agitacion y 10 mL de metanol con una respuesta pronosticada de 495.75, 348.33 y 211.33 ug
EAG / g PF de concentracion de fenoles totales respectivamente (Figura 2A, 2B y 2C
respectivamente).

En los tres casos el analisis mostré que el factor tiempo de agitacion fue el que tuvo mayor influencia
sobre la concentracion de fenoles totales. Los tres modelos cuadraticos respectivos explicaron arriba
del 99%de la variacion de fenoles totales en las muestras descritas.

Los resultados de concentracion concuerdan con lo anteriormente reportado para contenido de
compuestos fendlicos en pulpa de jengibre2.No se aceptaran trabajos en PDF solo se consideraran
los que sean enviados en formato Word.
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Figura 2. Grafico de superficie de respuesta de las condiciones de extraccion de fenoles totales en

pulpa (A), rizoma completo (B) y epidermis (C) de jengibre.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede asumir que es preferente extraer los compuestos
fendlicos de la pulpa del rizoma de jengibre, debido a que mostré el mayor contenido de éstos
compuestos. Al estar asociados a diferentes actividades bioldgicas, los presentes resultados se
emplearan para realizar evaluaciones de actividad antiinflamatoria in vitro, con condiciones 6ptimas
de extraccion en jengibre.
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RESUMEN

Si bien se ha demostrado que la verdolaga (Portulaca oleracea) presenta alta tolerancia a la salinidad
adaptandose al estrés y mejorando sus respuestas fisiolégica y morfolégica; el estadio de desarrollo
es un factor que podria alterar dicha adaptabilidad. Es por ello que en esta investigacién se estimaron
los efectos de la salinidad en cinco niveles, en la respuesta fisiolégica de esta especie. Se emplearon
plantas de 50 dias de desarrollo que fueron trasplantadas y regadas con solucién nutritiva de
Hogland, a la cual se adicionaron concentraciones diferenciales de NaCl (0, 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00
M). Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones, distribuidas completamente al azar. Después de 14
dias de exposicion, se determiné la conductancia estomatica, transpiracion y lecturas SPAD. Los
resultados obtenidos se analizaron estadisticamente usando el software SAS. El aumento en la
concentracion de NaCl en la soluciéon nutritiva, no afecta significativamente la conductancia
estomatica y la tasa de transpiracion; sin embargo, si se observa una tendencia a disminuirlas. Las
lecturas SPAD si mostraron diferencias significativas entre tratamientos, disminuyendo sus valores
con el aumento de la concentracion de NaCl. Los resultados obtenidos permiten inferir que en P.
oleracea, la fase de desarrollo es un factor que determina el éxito adaptativo y por tanto el
mantenimiento de sus funciones metabdlicas.

INTRODUCCION

Se ha determinado que en plantas glicéfitas la salinidad ocasiona supresién del crecimiento y bajo
potencial osmético (Marcum, 2006). Sin embargo, el estrés osmaético que se relaciona la mayoria de
las veces con el efecto idnico de las sales, puede producir efectos diversos en las plantas de acuerdo
con su grado de desarrollo. En arroz durante la fase de plantula los valores de conductividad
estomatica, transpiracion e intercambio gaseoso disminuyen significativamente mientras que en fase
madura dichas variables no se alteran de forma significativa (Moradi y Ismahil, 2007). La respuesta
al estrés también puede variar entre variedades del mismo cultivo (Méndez et al., 2016). En
verdolaga la respuesta al estrés entre fases fenoldgicas y entre accesiones también es variada. Por
ejemplo, Uddin et al. (2012) encontraron que en fase de plantula P. oleracea tuvo una concentracion
significativa de compuestos antioxidantes y bioelementos aunque en fase madura las
concentraciones de dichos compuestos dejan de ser relevantes. Por otra parte, en ejemplares de 21
dias después de la germinacion el efecto del estrés salino a una concentracién de 200 mM NaCl
ocasiona aumento en las concentraciones de prolina, betaxantinas y betacianinas (Murly et al.,
2015). Tales estudios muestran que P. oleracea es capaz de resistir la salinidad adaptandose al
estrés y mejorando su respuesta fisioldgica y morfolégica (Yazici et al., 2007; Alam et al., 2015). En
el contexto anterior, este estudio tuvo como objetivo el analisis de la respuesta fisiolégica de
verdolaga al estrés salino en fase de floracion madura para evaluar sus componentes.

PARTE EXPERIMENTAL

Esta investigacion se condujo bajo condiciones de invernadero en Montecillo, Estado de México. Se
emplearon plantas de verdolaga (Portulaca oleracea L.) de 50 d de edad, en fase vegetativa madura.
Se evaluaron cinco tratamientos consistentes en distintos niveles de salinidad inducida por NaCl (0,
0.25,0.50, 0.75 y 1.0 M), que fueron suministrados a la solucién nutritiva de Hoagland (Kafi y Rahimi,
2011) con la que fueron regadas durante 14 d las plantas de verdolaga.

Se condujo un disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones por tratamiento.
La unidad experimental fue un contenedor de unicel de 250 mL de capacidad con una planta de
verdolaga, empleando perlita como sustrato. Los volimenes de solucién regados por unidad
experimental fueron 150 mL.
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Las variables evaluadas transpiracion y conductancia estomatica se midieron con un porémetro
marca Li-Cor modelo LI-1600; las lecturas SPAD, se evaluaron con un medidor de clorofila marca
Minolta modelo SPAD 502 plus. Las variables fueron tomadas sobre la superficie de la cuarta hoja
por debajo de la zona apical ya que son las de mayor tamafio.

Con los resultados obtenidos se realizé analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias
de Tukey (0.05) usando el software SAS (SAS, 2011).

RESULTADOS

Dentro de las variables fisioldgicas, la tasa fotosintéticamente activa, transpiracion y conductancia
estomatica resultan principalmente afectadas por el estrés salino (Yordanov et al., 2003).

En este estudio la tasa transpiratoria y la conductancia estomatica no fueron afectados de manera
significativa con el aumento de la concentracion salina (Cuadro 1). Asimismo, de manera contraria
a lo aqui observado, en algunas accesiones de 29 dias estudiadas por Alam et al. (2015) la
transpiracién se vio reducida cronolégicamente con el aumento de la concentracion salina hasta en
73.48% vy la conductancia estomatica se redujo hasta en 97.78%.

Cuadro1. Tasa transpiratoria (E) y conductancia estomatica (Gs) de plantas de verdolaga en fase
floral, después del tratamiento durante 14 d con diferentes niveles de salinidad inducida por NaCl.

NaCl (M) E (mmol m2s™) Gs (mmol m2s)
0.00 1.88£ 0.69 a 39.9+ 15642 a
0.25 1.50 £ 0.66 a 31.8+14.11a
0.50 2.60+0.30 a 51.3+6.10 a
0.75 2.75+0.77 a 53.3+15.5a

1.0 2.05+0.73 a 399+143a

Medias + DE con letras iguales en cada columna, indican que no existen diferencias significativas
(Tukey, 0.05).

El analisis estadistico mostré que existe influencia significativa de los tratamientos de salinidad en
los valores de unidades SPAD (P<0.0020; Figura1). Se observd que a concentraciones iguales y
superiores a 0.75 M causan reduccion significativa en esta variable.
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Figura 1. Unidades SPAD en hojas de plantas de verdolaga en fase de floracion, después del
tratamiento durante 14 d con diferentes niveles de salinidad inducida por NaCl. Medias + DE
con letras distintas, indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).

104



DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

En plantas de verdolaga de 21 dias expuestas a deshidratacion/rehidratacion se observé que hubo
una reduccion significativa del contenido de clorofila y posteriormente después de la rehidratacion el
contenido de clorofila se recuperd paulatinamente (Jin et al.,, 2015). Resultados similares se
observaron en este estudio al evaluar cuantitativamente el verdor de las hojas, un indicador indirecto
del pigmento fotosintético.

CONCLUSIONES

El estado fenoldgico de floracion no compromete el metabolismo fotosintético de verdolaga aun en
condiciones de salinidad en niveles superiores a 0.5 M NaCl. Los valores de SPAD podrian alterarse,
aunque no de manera significativa, lo que faculta a esta especie a ser tolerante al estrés salino.
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RESUMEN

El arroz es el segundo cereal mas producido en el mundo y es el alimento basico en la dieta de mas
de la mitad de la poblacion del planeta. El déficit hidrico afecta el metabolismo de la plantas, al reducir
el potencial hidrico y turgencia de las células, sin embargo, existen elementos que permiten disminuir
estos efectos. En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de la aplicacion
de Ce en la concentracion de clorofila total y prolina de plantas de arroz sometidas a estrés osmaético.
Plantulas de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica) cultivar Morelos A-98 de 12 d de edad, fueron
colocadas en solucion Magnavaca por 7 d y posteriormente en solucidon Yoshida. Catorce dias
después se trataron con 25 y 50 uM CeCls y a los 28 d posteriores, las plantas se sometieron a estrés
osmoético con la adicién de PEG 8000 al 10% (PEG). La aplicaciéon de 25 y 50 uM no afecto
significativamente la concentracion de clorofila total; de la misma manera, no se observaron efectos
significativos en la concentraciéon de prolina en vastago, mientras que la aplicacion 25 y 50 uM Ce
incremento significativamente la concentracion de prolina en raiz. Asimismo, la aplicaciéon de Ce en
plantas de arroz bajo estrés osmotico, incrementd la concentracion de prolina, que le permiten a la
planta tolerar situaciones de estrés osmatico.

INTRODUCCION

El arroz es uno de los cultivos mas importante paises en desarrollo y es el alimento basico de mas
de la mitad de la poblacion mundial (Seck et al., 2012). Sin embargo, su produccion es vulnerable a
los efectos del cambio climatico, como es la sequia, la cual afecta a millones de personas en el
mundo, ademas de tener un profundo impacto en la agricultura, los recursos hidricos los ecosistemas
y el bienestar humano basico (Dai, 2011).

La sequia desencadena una serie de respuestas negativas en la planta, altera la expresién génica y
el metabolismo celular, lo que a su vez genera cambios en el crecimiento y desarrollo y repercute
directamente en el rendimiento (Nuruzzaman et al., 2013). Por lo que es necesaria la busqueda de
alternativas que le permitan a la planta tolerar situaciones de estrés, donde la nutricion vegetal es de
suma importancia.

Actualmente se consideran 17 elementos como esenciales para las plantas superiores, al ser
requeridos para completar su ciclo de vida. Sin embargo, existen otros elementos que a pesar de no
ser considerados elementos esenciales, promueven el crecimiento y mejoran las caracteristicas de
las plantas, cuya funcién depende de la concentracion del elemento y de la especie vegetal. Estos
elementos pueden promover el crecimiento, mejoran la resistencia a factores de estrés biético como
dafio por patdgenos y herbivoria, asi como a factores abidticos como sequia, salinidad y toxicidad o
deficiencia de nutrimentos; dentro de esta clasificacién se encuentran el cerio (Ce) (Pilon-Smits et
al., 2009; Trejo-Téllez et al., 2016).

El Ce pertenece al grupo de las tierras raras, grupo caracterizado por su dificil separacion y por
compartir propiedades quimicas muy similares. Del grupo de elementos que conforman las tierras
raras, el Ce es de los mas abundantes en la corteza terrestre, encontrandose a concentraciones de
60 ppm en el suelo (Kokare et al., 2010); concentraciones similares a las de Cu y Zn en el rango de
20-60 mg kg! (Hu et al., 2006; Shtangeeva y Ayrault, 2007). Este elemento es considerado benéfico,
al mejorar el metabolismo vegetal y el crecimiento de plantas en condiciones de estrés. En plantas
de maiz (Zea mays) crecidas bajo estrés salino, el tratamiento via foliar con 75 yM Ce(NO3)s,
increment6 el peso de biomasa fresca, mejord la apertura estomética y disminuyé la concentracion
de peréxido de hidrégeno en hojas (Hong et al., 2017).
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Por tal motivo el uso de elementos benéficos como el Ce, representa una alternativa para tolerar las
condiciones de estrés y mejorar la productividad de cultivos como el arroz. En este contexto el
objetivo de esta investigacion fue analizar el efecto de la aplicacion de cloruro de cerio (CeCls 7H20)
en plantas de arroz sometidas a estrés osmatico.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal, método de cultivo y tratamientos

Se utilizaron semillas de arroz (Oryza sativa) del cultivar Morelos A-98, procedentes del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, unidad Zacatepec, Morelos, México.
Las semillas se germinaron en medio MS suplementado con agarosa al 3%, para lo cual se colocaron
en oscuridad por 3 d y posteriormente en luz natural por 11 d. Enseguida las plantulas se transfirieron
a solucion nutritiva Magnavaca por 7 d y después se remplazé por solucion Yoshida. Catorce dias
después se adicionaron 25 y 50 yM Ce usando como fuente CeCls 7H20 y 28 d después del inicio
de tratamientos las plantas se sometieron a estrés osmético, para lo cual se adicion6 PEG 8000 al
10% (PEG) a la solucion nutritiva. A los 7 d del inicio del tratamiento con PEG, las plantas se retiraron
de la solucion nutritiva, se enjuagaron, se separan en vastago y raiz y se maceraron con nitrégeno
liquido para determinar la concentracion de clorofila y prolina.

Determinacion de clorofila total y prolina

De tejido previamente macerado en nitrégeno liquido se tomaron 60 mg y se realizé una triple
extraccion etandlica (80, 80 y 50%), posteriormente se incubaron a 80 °C, durante 20 min vy
centrifugadas a 14000 rpm durante 5 min. Los sobrenadantes de cada extraccion se mezclaron, y se
determind en vastago la concentracion de clorofilas a y b leyendo los extractos a 635 y 645 nm en
un espectrofotometro y mediante la suma de la concentracién de clorofila a y b se determiné la
concentracion de clorofila total. Para la determinacién de prolina se maceraron 500 mg de vastago y
1000 mg de raiz de arroz con acido sulfosalicilico al 3%. A 2 mL del extracto obtenido se le afadieron
2 mL de ninhidrina acida y acido acético, enseguida se incubo por 1 h en bafio maria a 100 °C y se
incorporaron 4 mL de tolueno, se agitaron y se midio la absorbancia en espectrofotéometro a 520 nm.
La concentracion de prolina se determiné mediante una curva estandar elaborada con L-Prolina.
Anaélisis estadistico

A los datos de concentraciones de clorofila en vastago y prolina en vastago y raiz se realizd un
analisis de varianza y comparacioén de medias con la prueba de Tukey, con un nivel de significancia
de 0.05.

RESULTADOS

La adicion de 25 y 50 uyM Ce y PEG a plantas de arroz bajo estrés osmoético no afectd
significativamente la concentracion de clorofila total, sin embargo, la adicion de PEG y 50 uM Ce +
PEG a las plantas incrementé la concentracion de clorofila en 22.22%, mientras que la adicion de 25
MM Ce aumento la concentraciéon de clorofila en 11.11%, respecto al testigo (Figura 1). En otras
investigaciones se ha reportado que la adicién de Ce a plantas incrementa la concentracion de
clorofila, al mejorar las actividades de las enzimas en la sintesis de clorofila y en la tasa fotosintética,
ademas de tener un efecto protector de las células a las especies reactivas de oxigeno (Fashui et
al., 2002).
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Figura 1. Concentracién de clorofila total en plantas de arroz tratadas con 0, 25 y 50 uM Ce y
sometidas a estrés osmoético con la adiciéon de PEG 8000 al 10%. PBF: Peso de Biomasa Fresca.

Medias + DE con letras diferentes indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Tukey, P <
0.05).

La adicion de 25 y 50 uyM Ce a plantas de arroz sometidas a estrés con PEG no afectd
significativamente la concentracion de prolina (Figura 2).
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Figura 2. Concentracion de prolina en vastago de plantas de arroz tratadas con 25y 50 yM Ce y
sometidas a estrés osmdtico con la adicion de PEG 8000 al 10%. PBF: Peso de Biomasa Fresca.

Medias £ DE con letras diferentes indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Tukey, P <
0.05).

La adicién de PEG no incrementé significativamente la concentracién de prolina en raiz, sin embargo,
la adicion de 25 uyM Ce la aumenté en 42.86% y la aplicacion de 50 yM Ce incrementd la
concentracion en 37.04%, respecto al testigo (Figura 3). Estos resultados son de suma importancia,
dado que la prolina participa en la proteccion de las membranas, ademas de eliminar radicales libres
en condiciones de estrés (Székely, 2007).
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Figura 3. Concentracién de prolina en raiz de plantas de arroz tratadas con 25y 50 uyM de Ce y
sometidas a estrés osmoético con la adicion de PEG 8000 al 10%. PMF: Peso de Biomasa Fresca.
Medias + DE con letras diferentes indican diferencias estadisticas entre tratamientos (Tukey, P <

0.05).

CONCLUSIONES
La adicién de Ce a plantas de arroz Morelos A-98 bajo estrés osmético, incrementa la
concentracion de prolina en raices; mientras que en hojas, aumenta la concentracion de clorofila

total.
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RESUMEN

La aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento ha sido usada exitosamente para modificar la
floracion de diversas especies de hibridos de orquideas. Se plante6 como objetivo analizar el efecto
de benziladenina y acido giberélico en los dias a inflorescencia visible, dias a antesis y vida de la flor
de Laelia anceps subesp. anceps, especie silvestre de México. Las plantas fueron tratadas via foliar
con diferentes concentraciones de benziladenina (BA): 0.5, 1.0 y 1.5 mL L-', y acido giberélico (AG):
400, 600 y 800 mg L', en cantidad aproximada de 30 a 35 mL por planta. La aplicacion exégena de
benziladenina (BA) y &cido giberélico (AG) no disminuye los dias a inflorescencia visible de Laelia
anceps, pero las concentraciones de 1 mL BA L' y de 400 y 800 mg AG L' disminuyen el periodo a
antesis. Asimismo, las concentraciones de 1y 1.5 mL BA L', y de 400 mg AG L' prolongan la vida
de la flor. Los reguladores de crecimiento probados tienen efectos positivos al reducir el tiempo a
antesis y prolongar la vida de la flor de la orquidea analizada.

INTRODUCCION

La floracion natural de las orquideas inicia en respuesta a factores ambientales, como temperatura,
fotoperiodo, irradiancia, disponibilidad de agua, entre otros, y a rutas enddgenas (controladas
genéticamente) (Amasino y Michaels, 2010; Bernier y Périlleux, 2005), asimismo, en respuesta a
hormonas endogenas (Goh, 1985).

El desarrollo de las flores de las orquideas empieza con la transicion floral, y continta con el inicio y
la formacion de los drganos florales (Yu y Goh, 2000). Pero para propoésitos comerciales, la floracion
en orquideas es un problema porque tienen periodos juveniles largos y las plantas deben alcanzar
un cierto grado de ma-durez para florecer (Lépez y Runkle, 2005).

La aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento se ha usado con éxito para modificar la
floracién de muchas especies de orquideas. Tal es el caso de citoquininas (N8 benziladenina —BA)
para induccién de la floracion de diferentes hibridos de orquideas; y de giberelinas, para
transformacion de meristemos apicales de los tallos en inflorescencias terminales e induccion de
diversas especies de orquideas (Matsumoto, 2006).

El objetivo de la presente investigacion fue probar diferentes concentraciones de benziladenina y
acido giberélico en los dias a inflorescencia visible, dias a antesis y vida de la flor de Laelia anceps
subesp. anceps.

PARTE EXPERIMENTAL

Se seleccionaron plantas de Laelia anceps subesp. anceps con 4 a 7 pseudobulbos y con brotes
vegetativos de 3 a 5 cm. Se dejaron crecer a 10 cm como maximo para iniciar los tratamientos
inductivos a floracién.

Los tratamientos consistieron en aspersiones de diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento: 6BA (6-benziladinina) (CyStar®): 0.5, 1.0 y 1.5 mL L' (tratamientos 1 al 3); asi como de
AG3 (acido giberélico a 8.2%) (Gibiotin®) en concentraciones de 400, 600 y 800 mg L' (tratamientos
4 al 6). Se utilizé agua destilada como testigo. Los volumenes de las soluciones asperjadas oscilaron
de 30-35 mL.

Se aplicaron cuatro ciclos de pulverizaciones, cada una semanalmente, las cuales se hacian por las
tardes, de 17:00 a 19:00 h, cuando la temperatura del invernadero oscil entre 20 y 25°C.

Se us6 un diseno completamente al azar de tratamientos, cada uno con ocho repeticiones,
considerando una maceta con una planta como unidad experimental.

Durante el desarrollo vegetativo, las plantas de todos los tratamientos se fertilizaron con Peters 30-
10-10 (300, 100, 100 mg L"). Para la induccién floral, ademas de la aplicacion de reguladores de
crecimiento, las plantas se fertilizaron con NPK (100, 200, 200 mg L") semanalmente, en cantidad
de 50 mL por unidad experimental.
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Se midieron las siguientes variables: i) dias a inflorescencia visible (DIFV), considerada desde la
fecha de inicio de aplicacion de los tratamientos (IAT) hasta el momento cuando la inflorescencia
tenia 5 cm de largo; ii) dias a antesis (DAN), considerada desde la fecha de DIFV hasta la antesis
de la primera flor del racimo; iii) vida de la flor (VF) en dias, considerada desde la antesis hasta la
senescencia de la primera flor.

Con los resultados obtenidos se realizaron analisis de varianza (PROC ANOVA) y prueba de
comparacion de medias (Tukey, a 0.05), con el paquete estadistico SAS (SAS, 2011).

RESULTADOS

La aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento no mostré diferencias estadisticas para DIFV,
sin embargo, es importante mencionar que las diferentes concentraciones analizadas de dichos
productos, incrementaron el porcentaje de tiempo para mostrar la inflorescencia hasta 42%, excepto
en T3 (1.5 mL BA L"), el cudl disminuyé ese periodo en 26%, en relacion con el testigo (Figura 1).
Matsumoto (2006) reportaron que la aplicacion exdgena de AG acelerd la emergencia de la
inflorescencia de Miltonopsis “Bert Field” por 10.9 y 14.9 dias, y por 48.7 dias para M. “Rouge
Akatsuka”, lo cual es contrario a nuestros datos, ya que el AG incrementé ese periodo hasta por 12
dias con la dosis 800 mg L-'. Sin embargo, un efecto en la reduccién en ocho dias de este periodo
se observo con BA (1.5 mL L).

a
50 a

N a a '
? _ ) .
30 a |
20
0

BA 0.5 BA1 BA1.5 |AG400 AG600 AG800 | Testigo
mL L1 mg L1 AD

Dias ainflorescencia visible

Figura 1. Dias a inflorescencia visible de Laelia anceps subesp. anceps con aplicacion exégena de

reguladores de crecimiento, en diferentes concentraciones de benziladenina (BA) y acido giberélico

(AG). AD=Agua destilada. Medias + DE con letras diferentes indican diferencias estadisticas entre
tratamientos (Tukey, P < 0.05).

Por su parte, los resultados mostraron diferencias estadisticas en DAN, en donde el tiempo mas
prolongado para la antesis se present6 en el testigo (142 dias), en relacion con los tratamientos
donde se aplicaron 1 mL L-"de BA (T2), 400 (T4) y 600 (T6) mg L-! de AG los cuales tardaron 97, 91
y 101 dias, respectivamente, en llegar a la antesis (Figura 2). Estos datos son contrarios a lo indicado
por Blanchard y Runkle (2008) quienes reportaron que la aplicacion de BA no afecto
significativamente los dias a antesis de Phalaenopsis “Brother Apollo” ni de P. “Golden Treasure”.
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Figura 2. Dias a antesis de Laelia anceps subesp. anceps con aplicacién exdégena de reguladores
de crecimiento en diferentes concentraciones de benziladenina (BA) y acido giberélico (AG).
AD=Agua destilada. Medias + DE con letras diferentes indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Tukey, P < 0.05).

La vida de la flor (VF) fue significativamente mayor en los tratamientos con 1y 1.5 mL BA L-' y 400
mg AG L', en relacidon con el testigo, por 8, 10 y 8.5 dias respectivamente (Figura 3), lo cual es
diferente a lo reportado por Wu y Chang (2008), quienes no encontraron diferencias estadisticas con
la aplicacion de BA para Phalaenopsis Tai Lin Redangel “Queen” ni para Doritaenopsis Sogo
Yukidian “V3”, en relacién con plantas donde no se aplico dicho regulador de crecimiento.
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Figura 3. Vida de la flor (dias) de Laelia anceps subesp. anceps con aplicacion exdégena de
reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones de benziladenina (BA) y acido giberélico
(AG). AD=agua destilada. Medias + DE con letras diferentes indican diferencias estadisticas entre

tratamientos (Tukey, P < 0.05).

CONCLUSIONES

La aplicacion exégena de benziladenina (BA) y acido giberélico (AG) no disminuye los dias a
inflorescencia visible de Laelia anceps subesp. anceps, pero las concentraciones de 1 mLBA L'y
de 400 y 800 mg AG L' disminuyen el periodo a antesis. Asimismo, las concentraciones de 1y 1.5
mL BA L', y de 400 mg AG L' prolongan la vida de la flor. La disminucién del tiempo a antesis hasta
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en 51 dias, y el alargamiento de la vida de la flor hasta en 10 dias son resultados importantes para
el avance de la programacion de floracion para estas plantas, desde el punto de vista comercial.
Ademas, muestran la necesidad de seguir explorando la efectividad de los productos en diferentes
concentraciones, tiempos y formas de aplicacion.
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RESUMEN

En los ultimos anos los niveles de metales pesados en el ambiente se han elevado
considerablemente a causa de la quema de combustibles fésiles, la contaminacién, el uso excesivo
de fertilizantes y la actividad industrial. Estudios en plantas con algunos de estos elementos como el
vanadio (V) son contradictorios, de ahi que algunos autores sugieren que es un micronutrimento para
especies marinas y terrestres. Por el contrario, otras investigaciones concluyen que el V es téxico
aun a bajas concentraciones y que puede causar marchitamiento de hojas, inhibicion del crecimiento,
reduccion de frutos, clorosis, etc. Por lo anterior, en este trabajo se evalud el rendimiento de fruto en
tres variedades de plantas de chile, Jalapefio, Poblano y Serrano, irrigadas con solucién nutritiva
Steiner, y a la cual se adicionaron 0, 0.75y 1.5 mM V a partir de metavanadato de amonio. Durante
la fase experimental se realizaron cinco cortes en intervalos de siete dias para evaluar los
componentes del rendimiento: frutos por planta, rendimiento por planta, longitud de fruto y ancho de
fruto. Se encontré que los frutos cosechados por planta la variedad Jalapefio presenté una reduccion
del 34.4% en el tratamiento 0.075 mM V; mientras que en Poblano, se presentan incrementos
significativos con respecto al testigo con 0.75y 1.50 mM V.

INTRODUCCION

Los metales son elementos quimicos que pueden estar presentes en el ambiente de forma natural y
por procesos antropogénicas, algunos participando como micronutrientes esenciales para las
plantas, tal es el caso del cobre, fierro, magnesio, manganeso, niquel y zinc (Singh et al., 2011).
Aunque el nombre de metales pesados es un nombre impreciso, generalmente se utiliza para definir
algunos elementos con propiedades metalicas como: ductilidad, conductividad, estabilidad como
cation, densidad mayor a 5 g cm-3 y nimero atémico mayor a 20 (WHO, 1992). Dentro de este grupo
encontramos metales que aun estan a discusion si son esenciales 0 no, debido a que por lo menos
en algunos organismos pueden participar en algun proceso bioldgico, tal es el caso del molibdeno
(Mo), cobalto (Co) y el vanadio (V) (Raskin et al., 1994).

En el caso particular del V, es un metal de transicion, con nimero atémico 23, y densidad relativa de
6.11 g cm-3, predomina en los estados de oxidacion +3, +4 y +5. Es utilizado en aleaciones con otros
elementos como el aluminio (Al), titanio (Ti), boro (B), entre otros., en la industria agricola se usa en
la elaboracion de fungicidas, insecticidas y fertilizantes, no obstante, en la actualidad su principal uso
es en la elaboracién de electrodos de baterias recargables y alcalinas (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006; Jaishankar et al., 2014).

Aunque el V ha recibido poca atencidn, en plantas superiores las investigaciones son controversiales,
algunos autores sugieren que este elemento inhibe el crecimiento a concentraciones bajas, mientras
que otros indican que al incrementar la concentracion de V en tejido vegetal (10 ng g-') incrementa
el crecimiento, a lo cual algunos autores como Arnon y Wessel declaran que el V es un elemento
esencial para algunas plantas (Olness et al., 2002).

Bowman (1983), menciona que el V altera el equilibrio nutrimental en la planta, y esto se refleja
cuando la absorcién de P se inhibe conforme incrementa la concentracion de V; por el contrario, la
absorcién del V se inhibe a medida que incrementa la concentracion de P en Neurospora crassa.
Por su parte Olness et al. (2002), establecen que estos dos elementos compiten entre si por el mismo
sistema de transporte a nivel membrana celular.

Saco et al. (2013), reportan que concentraciones de 160 a 400 uM V incrementa la longitud de raiz,
biomasa seca y fresca de raiz y hoja, longitud y anchura de hoja en frijol; asi mismo Yang et al.
(2011) encontraron que en alfalfa cultivada en suelos contaminados con 25 y 50 mg de V kg,
presentaron mayor biomasa y mayor altura. Por su parte Vachirapatama y Jirakiattikul (2008),
reportan que concentraciones de 80 mg V reduce la longitud de tallos, de raices, el nUmero de hojas
y el peso de la biomasa seca en raiz, tallo y hoja.
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México es el centro de domesticacion de diversos cultivos, entre ellos el chile (Capsicum annuum
L.), en general, se consume como parte de la dieta diaria de la poblacién, es por ello que se cultiva
en distintos estados del pais, donde la produccion anual se estima en 2.2 millones de toneladas de
fruto fresco (SAGARPA, 2015).

Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del V en el rendimiento de frutos
de tres variedades de chile, Jalapefio, Poblano y Serrano.

PARTE EXPERIMENTAL

El estudio se llevé a cabo en el Colegio de Posgraduados, campus Montecillo, ubicado en Texcoco,
Estado de México. Se utilizaron semillas hibridas de chile de las variedades Jalapefio “Emperador”
NUN 70030, Poblano “Capulin” y Serrano “Coloso”, las cuales fueron germinadas en charolas de
unicel con turba, cuando las plantulas alcanzaron una longitud de 15 cm, fueron trasplantadas en
macetas de plastico negro de 7 L de capacidad, utilizando tezontle como sustrato, mismas que fueron
distribuidas en un disefio completamente al azar con 6 repeticiones. Se aplicé un sistema de riego
por goteo con solucién nutritiva Steiner adicionada con 0, 0.75 y 1.5 yM Cd. Después de 80 dias de
tratamiento y cinco cortes de fruto se midieron los componentes del rendimiento (frutos totales por
planta, rendimiento total, ancho de fruto y longitud media de fruto). Con los resultados obtenidos se

realizé analisis de varianza y prueba de comparacion de medias con la prueba LSD (P < 0.05), para

cada metal y variedad evaluada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Algunos estudios de los efectos toxicos de V en plantas es atribuida a la similitud estructural entre
iones vanadato (H2V04?) y fosfato (H2PO4) (Vachirapatama et al., 2005).

Numero de frutos por planta

Los tratamientos de V en la variedad Serrano no presentan efectos significativos diferentes en el
numero de frutos con respecto al testigo. En la variedad Jalapefno existe una reduccion significativa
en el numero de frutos con la dosis 0.75 uM V, la cual fue de 34.4%, respecto al testigo; mientras
que en la variedad Poblano, destacan los aumentos significativos en el nimero de frutos con ambos
tratamientos con V (0.75 y 1.50 uM), que superan al testigo en mas de 6 y 8 veces, respectivamente
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Numero de frutos totales de tres variedades de chile tratadas con vanadio bajo
condiciones de invernadero.

V (uM) Jalapeio Poblano Serrano
0.00 20.33+2.04 a 1.17+£1.20b 90.50 £ 12.76 a
0.75 13.33+2.09b 6.83+1.66 a 106.83 + 11.33 a
1.50 17.83+3.32ab 850+ 1.81a 93.50 £ 10.13 a

Medias + DE en cada columna con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos (LSD, P < 0.05).

Rendimiento por planta

Las diferentes concentraciones de V no tuvieron un efecto significativo en el rendimiento de la
variedad Serrano. Por el contrario, la variedad Jalapeno presenta diferencias significativas en la
concentracién de 0.75 yM V, produciendo una reduccion del 60% con respecto al testigo. Por otra
parte, en la variedad Poblano aumenta significativamente el rendimiento con ambas concentraciones
de V, al compararlas con el testigo (Cuadro 2).

Estudios realizados en soya, mostraron una disminucién del rendimiento del orden de 20% cuando
se trataron con V (Olness et al., 2000). Asimismo, Singh (1971) determin6 que concentraciones de
V superiores a 0.05 ppm son perjudiciales para el cultivo de maiz; mientras que, concentraciones
por debajo de esta concentracidon, aumentan significativamente el rendimiento de grano. Por su parte,
Gil et al. (1995) reporta que en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) cultivadas en soluciones
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nutritivas con 0.1, 0.2, 0.5 y 1 mg V kg, disminuye el rendimiento conforme aumenta la
concentracion de V.

Cuadro 2. Rendimiento total de tres variedades de chile tratadas con vanadio bajo condiciones de

invernadero.

V (uM) Jalapeho Poblano Serrano
0.00 540.86 + 94.88 a 71.03+59.64 b 592.06 + 75.66 a
0.75 327.89£49.90 b 464.52 £ 82.90 a 691.21 £ 65.20 a
1.50 463.50 £ 91.89 ab 317.14+£78.34 a 560.68 + 49.50 a

Medias + DE en cada columna con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos (LSD, P < 0.05).

Ancho medio de fruto
Los valores promedio del ancho de frutos de plantas tratadas con V no muestran diferencias
significativas en las variedades Jalapefio, Poblano y Serrano (Cuadro 3).

Cuadro 3. Ancho promedio de frutos (mm) de tres variedades de chile tratadas con vanadio bajo
condiciones de invernadero.

V (uM) Jalapeno Poblano Serrano
0.00 28.49+1.76 a 42.50+3.56 a 12.70+0.82 a
0.75 26.53+3.20 a 46.06 £ 6.92 a 16.55+4.85 a
1.50 26.63+2.49a 39.50+7.84 a 12.41+0.97 a

Medias + DE en cada columna con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos (LSD, P < 0.05).

Longitud media de fruto
Los tratamientos con 0.75 y 1.5 uM V no presentan diferencias significativas en la longitud de fruto
de las variedades Jalaperfio, Poblano y Serrano, al compararla con su testigo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Longitud promedio de frutos totales de tres variedades de chile tratadas con vanadio
bajo condiciones de invernadero.

V (uM) Jalapefio Poblano Serrano
0.00 7.83+0.64a 1259+2.41a 7.01+0.36 a
0.75 6.64 £0.77 a 14.90 £ 6.26 a 6.80+0.43 a
1.50 7.11+0.64 a 10.29 + 1.59 ab 6.67 +0.35a

Medias + DE en cada columna con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos (LSD, P < 0.05).

CONCLUSIONES
En la variedad Poblano, el V incrementé el nimero de frutos por planta y el rendimiento del fruto.
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RESUMEN

Actualmente, los antibiéticos desempefian un papel importante en las industrias agricola y ganadera,
y su uso ha ido en aumento en muchas partes del mundo. Dentro de los antibiéticos empleados, las
tetraciclinas son el tercer antibioético mas consumido siendo la mas utilizada la oxitetraciclina con
fines veterinarios como base de tratamientos profilacticos debido a que presenta varias ventajas por
ser econdmico, eficiente y facil de manejar. La oxitetraciclina estd considerada entre los
"microcontaminantes emergentes" y provoca aumento de la resistencia en la poblacion bacteriana,
asi como diversos efectos adversos en animales de consumo humano. Su presencia en cuerpos de
agua dulce ahora esta siendo considerada como una amenaza biolégica, y el estudio de sus efectos
crénicos en animales se sebe realizar en modelos que permitan esclarecer el impacto de
oxitetraciclina en el medio en el que desarrollan, como parte del bioma regular de un medio acuatico.
Por lo tanto, en este trabajo evaluamos los efectos de la exposicién crénica de Daphnia magna en
medios de cultivo con oxitetraciclina a concentraciones de 25 mg/L, 10 mg/L y 4 mg/L monitoreando
los cambios durante 39 dias, observando afectaciones en su maduracion sexual, tiempo de expulsién
de neonatos, asi como su capacidad de reproduccion.

INTRODUCCION

La existencia de farmacos de aplicacidon en humanos y veterinarios en diferentes compartimentos
presentes en el medio ambiente ha representado un serio problema por varios afios. Una variedad
de medicamentos y aditivos para piensos estan aprobados para su uso en la ganaderia y medicina
de animales de compania (Avisar, et al.,, 2009), (Sarmah et al., 2006). Entre los medicamentos
empleados en la agricultura, los antibiéticos se encuentran entre los mas utilizados para la salud y
el manejo de los animales. Su principal uso en la ganaderia no es solo para tratar enfermedades
sino también para mejorar el crecimiento y la eficiencia de la alimentacion en el ganado. Los
antibidticos desempenfian un papel importante en las industrias agricolas y ganaderas modernas y su
uso ha ido en aumento en muchas partes del mundo (Sarmah et al., 2006). Las tetraciclinas son el
tercer antibidtico mas consumido, después de la penicilina y las quinolonas, y debido a su uso
indiscriminado se ha detectado un ndmero creciente de bacterias resilientes a las tetraciclinas
(Pereira et al., 2010).

Las tetraciclinas se han detectado ampliamente en diversos compartimentos acuaticos, como el agua
superficial (0.11 pg/L), fluidos (48 ug/L) y efluentes (3.6 mg/L) de plantas de tratamiento de aguas
residuales, estiércol liquido (4.0 mg/kg) y suelo fertilizado con estos tipos de estiércol (43.4-198.7
pg/kg) asi como aguas superficiales y subterraneas adyacentes a las granjas porcinas (1.0-2.0 ug/L)
y lagunas porcinas (25-410 pg/L) ( Kim et al., 2012).

En este grupo, la tetraciclina mas empleada es la oxitetraciclina, la cual se usa con fines veterinarios
ademas de ser también de consumo humano (Avisar, et al., 2009). En animales, generalmente se
utiliza como base de tratamientos profilacticos debido a que presenta varias ventajas por ser
econdémico, eficiente y facil de manejar (Gallina et al., 2008). Este compuesto farmacéutico se
encuentra entre los llamados genéricamente "microcontaminantes emergentes" y como se mencioné
anteriormente ha sido encontrado en lagos, rios y aguas subterraneas. Asi, la deteccion y efectos
secundarios de oxitetraciclina en agua ha ganado atencién e importancia pues su presencia en
diferentes cuerpos de agua representa un riesgo medioambiental y de salud para el humano debido
a que su sobreuso incrementa la resistencia en la poblacion bacteriana y diversos efectos adversos
en diversos animales de consumo humano, y en aquellos que se encuentran conformado las bases
de la cadena alimenticia, como el crustaceo de agua dulce Daphnia magna. Por lo que la
contaminacion por antibidticos en fuentes de aguas dulces ahora esté siendo considerada como una
amenaza bioldgica potencial junto con pesticidas y otros contaminantes como los metales pesados,
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amenaza que se ve incrementada cuando estos contaminantes se incorporan al ciclo del agua, lo
que favorece su distribucion hacia otros compartimentos del medio ambiente, incluyendo aguas
subterraneas (Avisar, et al., 2009).

El estudio de sus efectos crénicos en animales se sebe realizar en modelos que permitan esclarecer
el impacto en los organismos, asi como en el medio en el que desarrollan, como parte del bioma
regular de un medio acuatico. Por lo tanto, en este trabajo describimos un modelo matematico
logistico del crecimiento poblacional de Daphnia magna expuesta a oxitetraciclina, considernado que
el organismo de estudio es un herbivoro que habita los sistemas de agua dulce, y conforma base
importante de las cadenas alimentarias y es consumnido por carnivoros primarios y otros carnivoros;
por lo que D. magana es considera como la especie indicadora acuatica mas ampliamente utilizada.
Este crustaceo se utiliza en pruebas de toxicidad aguda y crénica con antibiéticos (entre otros
téxicos), para evaluar sus efectos a concentraciones detectadas ambientalmente ( Boxall et al., 2003)
Con este fin, se registran diferentes parametros del desarrollo poblacional para evalar los efectos de
los antibidticos en este organismo como el monitoreo del tamafio corporal, cambio morfoldgico en el
tamafio de la descendencia dafnida y la tasa de supervivencia, asi como la tasa de fecundidad
(Hanazato, 2001).

TEORIA

Los efectos provocados por el antibiético oxitetraciclina en las concentraciones 25 mg/L, 10 mg/L y
4 mg/L puedan ser observados macroscopicamente al producirse cambios en su periodo de
crecimiento y madurez sexual, viéndose una reduccion en el niumero de neonatos producidos por
hembra gravida.

PARTE EXPERIMENTAL

Se realizo la estandarizacion de la poblacion de Daphnia magna de acuerdo a la norma mexicana
NMX-AA-087-SCFI -1995, para verificar que la poblaciéon cumplen con los parametros que exige esta
norma para realizar evaluaciones de toxicidad en una poblacién de individuos desarrollada con
condiciones estandarizadas, lo cual se comprueba cumpliendo con el valor de CEsp correspondiente
al toxico de referencia dicromato de potasio en solucién, cuya presencia en agua se evalu6 de
acuerdo a la la norma NMX-AA-044-SCFI-2001. Una vez completada esta parte y comprobada la
calidad de la poblacion en la cual se evaluaran los efectos de oxitetraciclina, se procedié a determinar
la CEso correspondiente a este farmaco utilizando tres concentraciones las cuales fueron: 400 mgi/L,
200 mg/L y 100 mg/L para esto se utilizaron neonatos menores de 24 h provenientes de la tercera
generacion de una sola hembra gravida; los resultados obtenidos se analizaron y procesaron en el
programa STARGRAFIC mediante el método Probit estableciendo un intervalo de confianza de 95%
para los datos obtenidos. Determinada la concentracion media letal se procedio a realizar los calculos
correspondientes para determinar las concentraciones a las cuales se realizaria la prueba cronica
llegando asi a establecer también tres concentraciones las cuales son: 25 mg/L, 10 mg/L y 4 mg/L,
cada tercer dia se realizaba el recambio total del medio de cultivo asi como el conteo de la poblacion,
contabilizando el numero de muertes y el numero de nacimientos. Al inicio de esta prueba se
utilizaron diez neonatos menores de a las 24 h en 120 mL del medio con su respectiva concentracion,
asi como un lote control con las mismas caracteristicas.

RESULTADOS
Los datos obtenidos al exponer a 15 neonatos menores a las 24 h en un volumen total de 30 mL a
tres concentraciones diferentes fueron los siguientes:
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Tabla 1 Resultados obtenidos de la exposicidn de neonatos de Daphnia magna con oxitetraciclina.
Concentraciones

400 mg/L 13 15
14 15
200 mg/L 1 8
2 11
100 mg/L 1 2
0 3

Los datos procesados fueron los correspondientes a la exposiciéon aguda a las 48h mediante el
modelo Probit por el programa SATARGRAFIC, esto debido a que en ese tiempo se registrd la CEso.
Siendo los resultados de este analisis los siguientes:

Exposicion aguda de oxitetraciclina en neonatos de Daphnia magna
con intervalos de confianza del 95.0%
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Grafico 1. Exposicién aguda en neonatos menores a 24 h de Daphnia magna a concentraciones de
400 mg/L, 200 mg/L 100 mg/L. Las lineas rojas representan los datos ingresados al programa y la
azul corresponde al ajuste de ambas de acuerdo al modelo probit.

La determinacion de la CE 50 permite conocer la sensibilidad del organismo y con ello determinar

las concentraciones para la exposicion crénica. La prueba fue realizada en medios con 25 mg/L, 10
mg/L y 4 mg/L de oxitetraciclina al exponer en diez neonatos y monitoredndolos durante 39 dias.
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Exposicion cronica
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Grafico 2. Numero de individuos registrados ante la exposiciéon cronica de oxitetraciclina durante 39
dias.

El grafico 2 muestra el efecto cronico del antibiético evaluado a lo largo de su desarrollo poblacional
presentando para los tres casos un crecimiento de tipo logistico, debido a que después de cierto
tiempo la poblacidon comienza a estabilizarse.
Para conocer mas a detalle el comportamiento de los graficos, se utilizé la ecuacién de Malthus, la
cual nos permite determinar la constante de proporcionalidad de la poblacién de acuerdo a un
determinado tiempo mediante la siguiente ecuacion:

E=re@®) (1)

Al

Donde:

P= Poblacion

T= Tiempo

r = Es una constante de proporcionalidad

Esta ecuacién describe la dinamica poblacidn en su fase exponencial, como se observa en el grafico
3; esta fase se encuentra entre el dia 18 hasta el 30, a partir del cual comienza a disminuir la
poblacién. El andlisis a detalle de esta seccién se puede observar en el grafico 3.
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Exposicion cronica [25 mg/L]
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Grafico 3. Fase del crecimiento exponencial de Daphnia magna en un medio con 25 mg/L de
oxitetraciclina. La ecuacion que representa al grafico nos permite conocer la tasa de crecimiento de
este organismo a un determinado tiempo X.

Conociendo la tasa de crecimiento de la poblacién con las condiciones descritas en el grafico 3, se
procedi6 a utilizar la ecuacién logistica desarrollada por el matematico belga Pierre-Frangois Verhulst
que es la siguiente:

dpP : P.
;—rP(_l—;_) (2)

En donde al igual que la ecuacion 1; P corresponde a la poblacion, r a la constante pero K para este
caso representa la capacidad de carga maxima del medio el cual es de 132 individuos, donde al
sustituir quede de la siguiente forma:

B o3 (1- =) @
at SEREET

La ecuacion resultante nos sirve para describir el modelo de crecimiento logistico correspondiente a
la curva de color azul mostrada en el grafico 2.

Estas mismas ecuaciones se utilizaron para los otros dos escenarios en los cuales se expuso a
Daphnia magna, a concentraciones de 10 mg/L y 4 mg/L respectivamente.
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Exposicidn crénica [10 mg/L]
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Grafico 4 Fase exponencial del crecimiento poblacional de Daphnia magna de la exposicion
cronica con 10 mg/L durante. La pendiente de la ecuacion que representa al grafico corresponde a
la tasa de crecimiento.

Al obtener la tasa de crecimiento, se puede sustituir en la ecuacion de crecimiento logistico asi como
con el punto maximo de poblacion registrada, siendo la ecuacion para este escenario la siguiente:

Dicha ecuacion nos permitiria predecir el comportamiento de la curva logaritmica mostrada en color
anaranjado del grafico 2.

La tercera concentracién que se utilizé para la exposicidn crénica consistid en 4 mg/L de
oxitetraciclina en el medio. El grafico 5 corresponde al crecimiento exponencial obtenido de
monitoreada a Daphnia magna durante 39 dias.

Exposicidon crénica [4 mg/L]
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Grafico 5 Fase exponencial del crecimiento poblacional de Daphnia magna en un medio con una
concentracién de oxitetraciclina de 4 mg/L. La pendiente de la ecuacion que representa al grafico
corresponde a la tasa de crecimiento.

Una vez establecida la tasa de crecimiento con base al grafico 5 se procede a sustituir los datos
correspondientes en la ecuacioén 2, para finalmente quedar de la siguiente forma:
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2 o 66905(1- —) (5)
dat \ " 115/ ¢

La cual describe el crecimiento logaritmico del organismo expuesto a la concentracion de 4 mg/L de
oxitetraciclina correspondiente a la curva en color gris que se observa en el grafico 2.

CONCLUSIONES

Las pruebas de ecotoxicologia para la evaluacién de la toxicidad de un efluente ya sea de origen
farmacéutico y/o veterinario han demostrado ser Utiles para caracterizar su riesgo y los posibles
impactos en la calidad del ambiente, D. magna se considera el cladécero de referencia para la
evaluacion de estos riesgos ecotoxicoldgicos en un ambiente acuatico utilizando pruebas
estandarizadas con dafnidos. Las respuestas a estos factores estresantes se ven reflejado en su
crecimiento y reproduccién, debido a que en estos casos el organismo utiliza una mayor cantidad de
energia para hacer frente al estresor compensando el metabolismo basal dejando menos energia
disponible para el crecimiento y la reproduccion.

Las concentraciones Utiles para el estudio de efectos crénicos a lo largo del desarrollo poblacional
del organismo en estudio fueron identificadas, mismos que estan correlacionadas con algunos
previamente reportados.

El incremento de la concentracion de oxitetraciclina provocé retardamiento en el tiempo en que se
alcanza la estabilidad de la poblacién, ademas de que no se logra alcanzar el nimero de individuos
maximo que se identificd en los cultivos control.

Durante el estudio se observé que mayor concentracién de oxitetraciclina, se desplaza el tiempo en
el que se alcanza la madurez sexual y por lo tanto también la expulsion de neonatos.

Por lo tanto la presencia de oxitetraciclina en cultivos de D. magna afecta a nivel cronico su desarrollo
poblacional, asi como su madurez sexual, por lo tanto, sera interesante identificar sus efectos a nivel
celular y molecular.
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RESUMEN

En esta investigacion se evaluaron los efectos de la concentracion de fosfito (Phi; 0, 0.075 y 0.150
mM), en la concentracion de azucares totales en espata de tres variedades de alcatraz (Gold Fever,
Regal y Garnet Glow) en dos etapas del cultivo (reproduccion y senescencia). Cada variedad tuvo
tres tratamientos con cinco repeticiones y la unidad experimental fue un rizoma en una bolsa de
polietileno negro con tezontle y agrolita como sustrato. El Phi fue adicionado a la solucién nutritiva
Steiner al 50%. Durante el ciclo de cultivo se realizaron tres riegos semanales de 200 mL por unidad
experimental. En la etapa reproductiva, en plantas de las variedades Gold Fever y Garnet Glow se
incremento la concentracion de azucares cuando se trataron con 0.150 mM Phi. En la variedad Regal
los azUcares se incrementaron con la dosis de 0.075 mM en fase reproductiva. En la fase de
senescencia en la variedad Gold Fever no hubo presencia de espatas; mientras que, en las
variedades Regal y Garnet Glow, la concentracion de azlicares en espatas se incremento con las
aplicaciones de Phi. Se concluye que las aplicaciones de Phi tienen un efecto positivo en la
concentracion de azucares en espatas de las tres variedades de alcatraz evaluadas, observandose
una relacion positiva entre la dosis de Phi y la concentracion de azucares.

INTRODUCCION

La horticultura ornamental hace énfasis en la actividad de produccion de flores, plantas y arboles,
bajo alguna de las modalidades siguientes: invernadero, malla sombra o a cielo abierto. En nuestro
pais, la diversidad de climas permite el desarrollo de la produccién de gran variedad de plantas de
ornato, lo que hace posible que se tenga disponibilidad de flores en maceta durante todo el afio o
bien programar cultivos especiales para fechas de mayor demanda (Moran, 2004).

El fosfito (Phi) se estd comercializado ampliamente para uso agricola, ya sea como supresor de
enfermedades o como fuente de P para la nutricion de los cultivos (McDonald et al., 2001). El fosfito,
tiene efectos directos e indirectos en el crecimiento de las plantas, por lo que se ha considerado un
producto muy valioso en aplicaciones agricolas (Danova-Alt et al., 2008). Rickard (2000) reporté que
el Phi aplicado via foliar incrementa el rendimiento y mejora la calidad en varios cultivos.

Los carbohidratos, conocidos de manera general como azucares, son los compuestos organicos mas
abundantes en la mayoria de las plantas; sus propiedades quimicas y fisicas varian de acuerdo a su
composicién, por lo que se han disefiado pruebas especificas para su deteccidn, considerando que
la fructuosa es el azucar predominante, siendo la glucosa y sacarosa las de menor abundancia
(Arenas et al., 1995).

En el contexto anterior, este trabajo plantea como objetivo la evaluacion de los azlcares solubles
totales en espatas de tres variedades de alcatraz (Gold Fever, Regal y Garnet Glow), en dos etapas
fenologicas reproductiva y senescencia, en respuesta al suministro de Phi en la solucidn nutritiva de
Steiner.

MATERIALES Y METODOS

Los rizomas utilizados fueron de tres variedades de alcatraz de color (Gold Fever, Regal y Garnet
Glow; obtenidos de la empresa Floraplant, ubicada en el Estado de Morelos, México.

Se empled un sustrato a base de una mezcla de tezontle de 5-8 mm + Agrolita® (70/30, v/v), el cual
fue depositado en bolsas de polietileno negro de 30 x 30 cm, donde se plantd un rizoma por bolsa;
la cual fue considerada como una unidad experimental.

Previé a la plantacién se llevé a cabo una desinfeccion de los rizomas con la finalidad de evitar
enfermedades fungosas, con una solucién de Cupravit® + Promyl®a razén de 2 y 1 g L' de agua,
durante 15 min, inmediatamente después se introdujeron los rizomas en una solucién conteniendo
100 mg de acido giberélico L' durante 15 min para estimular la floracion.
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Durante esta investigacion se evalu6 la aplicacion de tres concentraciones de fosfito (0, 0.075y 0.150
mM), las cuales fueron suministradas en la solucién nutritiva de Steiner al 50% (Steiner, 1984).

El disefio experimental utilizado fue un completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento,
independiente para cada variedad. La aplicacién de los tratamientos se inicié 15 dias después de la
plantacion (ddp) de los rizomas, aplicando 200 mL de la solucién nutritiva correspondiente por bolsa
tres veces por semana. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y una prueba
de comparacion de medias (LSD, P < 0.05 %) empleando el software Statistical Analysis System
(SAS, 2002).

Durante la etapa reproductiva y la de senescencia se obtuvieron las espatas de las tres variedades
de alcatraz Gold Fever, Regal y Garnet Glow (Figura 1), donde se determinaron las concentraciones
de azucares solubles totales, utilizando como referencia el método descrito por Southgate (1976).

Figura 1. A) Espata Gold Fever, B) Espata Regal y C) Espata Garnet Glow, utilizadas para
la determinacion de azucares solubles totales.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la variedad Gold Fever en etapa reproductiva (Figura 2), la concentracion de azucares solubles
totales se incrementa conforme se aumenta la concentracion de Phi en la solucién nutritiva. Con el
tratamiento con 0.150 mM Phi, se incrementé en 69% la concentracién de azlcares en espata, en
comparacién con el tratamiento sin Phi. En esta variedad no se tuvieron espatas en la etapa de
senescencia.

25.0
20.0
15.0

10.0

Azlcares totales, mg g-' PF

5.0

0.0

0.075
(mM) H;PO4

Figura 2. Concentracién de azlcares solubles totales en espatas, en etapa reproductiva en la
variedad Gold Fever. Medias + DE con letras distintas, indican diferencias estadisticas entre
tratamientos (LSD, 0.05).
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La concentracion de azucares en la variedad Regal en la etapa reproductiva no mostré diferencia
estadistica entre los tratamientos con Phi y el testigo; sin embargo entre niveles de Phi si existio,
observandose efectos negativos de la mayor dosis de Phi. Por el contrario, en etapa de senescencia,
el tratamiento con 0.075 y 0.150 mM Phi incrementé la concentracion de azucares en espata en 31
y 38% respectivamente, en comparacion con el testigo (Figura 3).

& AzUcares rep Azlcares sen
30.0

25.0
20.0
15.0
10.0

5.0

Azlcares totales, mg g-' PF

0.0

(mM) H;PO,

Figura 3. Concentraciéon de azucares solubles totales en espatas, en etapa reproductiva y de
senescencia en la variedad Regal. Medias + DE con letras distintas en cata etapa fenoldgica,
indican diferencias estadisticas entre tratamientos (LSD, 0.05).

En la variedad Garnet Glow en las dos etapas evaluadas la concentracién de azlcares se incrementa
al aumentarse la dosis de Phi, teniendo en ambos casos la mayor concentracion de azucares
solubles totales en espatas con la maxima dosis de Phi en un 37 y 68% en fases reproductiva y de
senescencia respectivamente, en comparacion con el testigo (Figura 4).

= Azlcares rep Azlcares sen
30.0

25.0
20.0
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Azlcares totales, mg g'' PF

5.0

S
0.075 0.150
(mM) H;PO5

0.0

Figura 4. Concentracién de azucares solubles totales en espatas, en etapa reproductiva y de
senescencia en la variedad Garnet Glow. Medias + DE con letras distintas en cada etapa
fenolégica, indican diferencias estadisticas entre tratamientos (LSD, 0.05).

CONCLUSION

Se concluye que las aplicaciones de Phitienen un efecto positivo en la concentracién de azucares
solubles totales en espatas de las tres variedades de alcatraz evaluadas, observandose una relacion
positiva entre la dosis de Phi adicionadas a la solucién nutritiva y la concentracién de azucares.
Asimismo, es importante destacar que la concentracion de azicares se asocia de manera directa
con la longevidad de la flor.
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RESUMEN

Las enzimas lipoliticas son moléculas de naturaleza ubicua por lo que se encuentran presentes
practicamente en todos los organismos. Su funcion primordial es la hidrdlisis de triglicéridos; sin
embargo, el interés biotecnoldgico esta encaminado hacia su capacidad sintética. La busqueda de
genes de lipasas es de interés para estudios estructurales y de expresion en diversos sistemas
biolégicos. En el presente trabajo a partir de cepas recuperadas de aguas termales de San José
Purua, Jungapeo, Michoacan se aislé una cepa identificada como Bacillus licheniformis a la cual se
le denominé Bacillus licheniformis UVABO1. A esta cepa se le determiné actividad lipolitica a través
de medios solidos enriquecidos con rodamina B y aceite oleico. Se disefiaron oligonucleétidos a
partir de secuencias reportadas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) para lipasas de Bacillus licheniformis (Gene Bank: KU984433.1 y KC663720.1) que
permitieran la recuperacion del gen de interés. Se obtuvo el DNA cromosdémico por lisis quimica-
enzimatica, el cual fue utilizado como templado para amplificar el gen deseado mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Se determiné el tamano del amplificado mediante geles de
agarosa. El amplicon fue purificado y secuenciado en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM vy se
corrobor6 su identidad contra secuencias en la base de datos de NCBI. Como resultados se obtuvo
un amplicon de 624 pb que al ser comparado mediante el programa BLAST arrojé una homologia
del 97% con genes reportados para lipasas de Bacillus licheniformis. A partir del gen se realizo la
prediccion de la estructura proteica observando un ORF de 208.a.a, mostrando homologia con a/p
hidrolasas, conformada por cinco hojas B en paralelo, rodeadas de cuatro hélices a. La triada
catalitica mostré estar conformada por los aminoacidos Ser109, Asp161 e His184. Fue posible
recuperar un gen codificante de una lipasa de Bacillus licheniformis UVABO1, lo que permitira en
trabajos futuros realizar la expresion de la proteina heterdloga.

INTRODUCCION

Las enzimas lipoliticas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, en animales,
plantas y microorganismos. Estas enzimas poseen una alta especificidad y velocidad de reaccion y
es por ese motivo que son atractivas para su aplicacion industrial. Su funcién in vivo es catalizar la
hidrélisis de enlaces ésteres de los ftriacilglicéridos, sin embargo el interés de las lipasas ha
aumentado gracias a que presentan una actividad enzimatica selectiva, estabilidad en disolventes
organicos y la ventaja de sintesis en reacciones con una baja actividad de agua, esto debido a que
las enzimas lipoliticas tienen un mecanismo de accion llamado activacion interfacial que al
encontrarse en un medio polar la estructura proteica denominada “tapa” encapsula a la enzima
protegiéndola y dejandola actuar en la interfase del agua-aceite que se produce en una emulsion o
en el caso de la sintesis en medios compuestos por disolventes organicos'2.

Una de las primeras fuentes para la obtencién de lipasas fue a partir del pancreas de mamiferos y
de semillas de plantas cruciferas, pero en la actualidad la mayoria se obtienen mediante la
fermentacion con microorganismos en biorreactores como lo son: hongos, bacterias y levaduras. La
naturaleza es una amplia fuente que permite aislar nuevos microorganismos productores de lipasas®.
Mediante métodos de identificacion y aislamiento se han podido encontrar hongos, bacterias y
levaduras, de los cuales destacan los del género Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus,
Staphylococcus, Rhizopus, Mucor, Candida, Aspergillus, y Geotrichum, por su capacidad de producir
lipasas extracelulares. Debido al potencial de estas enzimas en procesos biotecnoldgicos diversas
investigaciones se han enfocado en la busqueda de nuevos microorganismos productores de
lipasas; dentro de estas son de especial interés las que se refieren a microorganismos productores
de enzimas lipoliticas con caracteristicas particulares de actividad. En este sentido los
microorganismos alcaléfilos y termdfilos son de los mas estudiados ya que sus lipasas son estables
y tienen una funcién optima a pH'’s alcalinos y a temperaturas elevadas, iguales o superiores a 50
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°C, lo anterior siendo deseable dadas a las caracteristicas de muchos de los procesos industriales
que operan a temperaturas que exceden los 45 °C, por lo que es necesario encontrar lipasas que
sean estables a estas temperaturas de reaccion® 4. Se han aislado cepas de microorganismos del
género Bacillus sp los cuales producen enzimas lipoliticas estables bajo condiciones alcalinas,
lipasas de B. subtilis y B. pumilis tienen un interés en particular ya que muestran una estabilidad y
actividad optima en condiciones de pH alcalino extrema >9.5, las lipasas producidas por B.
thermocatenulatus y B. thermoleovorans son termotolerantes, pero muestran una estabilidad
moderada en pH’s alcalinos y actividad maxima a pH entre 7.0-8.5. Bacillus licheniformis a pesar de
ser un microorganismo mesofilo ha mostrado la presencia de al menos una lipasa que posee
actividad optima a temperaturas mayores a 50 °C y pH de 9.05¢

Las lipasas bacterianas recombinantes han cobrado gran interés en los ultimos afos debido a que
poseen diversas ventajas tales como: su produccion en medios con una baja exigencia nutritiva, son
microorganismos generalmente faciles de cultivar y de tiempo de generacion reducido; ademas
poseen un rango de sustratos lo cual les permite realizar reacciones de sintesis, hidrdlisis o
intercambio de grupos, sin generar subproductos.

Las lipasas recombinantes reportadas previamente de B. licheniformis muestra una actividad
maxima a pH 10-11.5 y es notablemente estable a pH alcalino superior a 12, pero es medianamente
termotolerante ya que presenta actividades entre los 50°C- 60°C57.

Sin embargo, para la generacion de este tipo de enzimas el primer paso es la recuperacion y
caracterizacion de los genes que codifican para estas proteinas, de esta manera poder analizar la
secuencia de nucleétidos y evaluar in silico diversas caracteristicas como son: peso molecular, punto
isoeléctrico, estructuras proteicas, posicién del sitio activo y otros motivos relacionados con las
lipasas.

Por ello el objetivo del presente trabajo fue la recuperacién y caracterizacién molecular del gen que
codifica para una lipasa denominado lipbluv a partir de la cepa de Bacillus licheniformis UVABO1
aislado de la fuente de aguas termales de San José Purua, Jungapeo, Michoacan.

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivacion y crecimiento.

Para la reactivacion de la cepa se partioé de cultivos preservados a -80 °C en glicerol al 30%, a partir
de estos se tomaron 10 pL y se inocularon en agar Luria Bertani (LB). Las cajas de Petri se incubaron
por 24 h a 37°C. A partir de las cepas reactivadas en agar LB se realizaron indculos en medios de
cultivo LB liquidos y se incubaron en agitacién a 50 °C a 100 rpm por 24 h.

Extraccion de DNA Cromosdémico de Bacillus licheniformis UVABO1.

A partir de cultivos en medio liquido se recuperé el paquete celular por centrifugacion a 16 000 x g,
Al paquete celular se le adiciond 1 mL de buffer de resuspension celular (50mM Tris pH 8.0, 50 mM
EDTA), Las células se mantuvieron a -20 °C por 10 min, posterior a la incubacién se adicionaron 100
pL del buffer de lisis (250mM Tris pH8.0, 10mg/ml lisozima) y se incubd en hielo por 45 min, al termind
se adicionaron 200 pL del buffer de lisis 2 (0.5% SDS, 50mM Tris pH 7.5, 0.4M EDTA, 1 mg/ml de
proteinasa K), se llevé a incubacién a 50 °C y se mantuvo por 60 min, al término del tiempo se
adiciono 1.2 mL de fenol equilibrado se centrifugd a 10,000 x g por 15 min a 4 °C, se transfiri6 el
sobre nadante a un tubo nuevo y se adicioné 0.1 vol de acetato de sodio 3M. Se mezclé por inversion
y se mantuvo en hielo por 10 minutos. Posterior a la incubacién, el sobrenadante se centrifugo a
16,000 x g por 15 min y se recupero el sobrenadante en un nuevo tubo. La precipitacion del DNA se
realiz6 mediante la adicion de 1 volumen de isopropanol y se incubo a -20 °C por 1 hora. El DNA
precipitado se recupero por centrifugacion a 13,000 x g por 15 min a 4 °C, se eliminé el sobrenadante
y se lavo el DNA con etanol al 75% frio volumen-volumen. Finalmente se centrifugo el DNA a 16,000
x g por 10 min, se decanto el sobrenadante y se seco la muestra. El DNA se resuspendio en 30 pL
de agua Mili Q y se mantuvo a -20 °C hasta su uso.

Diserio de oligonucledtidos

A partir de una secuencia conocida del gen de lipasa para Bacillus licheniformis (Gene Bank:
KU984433.1 y KC663720.1) reportada en la base de datos del National Center For Biotechnology
Information (NCBI), se realizé el disefio de los oligonucleétidos. Las secuencias de los
oligonucledétidos fueron disefiadas incluyendo en los extremos 5° los sitios de restriccién Nde | y Bam
HI con la finalidad de realizar la posterior clonacion en el vector pET-3B. Para verificar el correcto
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alineamiento de los oligonucledtidos con la secuencia de interés estos fueron comparados contra la
base de datos del NCBI mediante el programa BLAST?, se analizo la ausencia de formacion de
dimeros y horquillas de los oligonucleétidos mediante el programa OligoAnalyzer 3.1 y se comprobd
la amplificacion in silico del gen de la lipasa utilizando el programa SerialCloner 2.6.1.
Amplificacioén del gen lipbluv

Utilizando el DNA cromosémico de Bacillus licheniformis UVABO1 se realizé la reaccion en cadena
de la polimerasa(PCR), usando los oligonucleétidos disefiados previamente. La reaccion se llevé a
cabo mediante el equipo C1000™ Touch Thermal Cycler Bio-Rad. Las condiciones de amplificacién
fueron: 1 ciclo unico de 1 minuto a 94 °C, 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minutos a 57 °C y 1 minuto
y 30 segundos a 72 °C y un ciclo unico final de 5 minutos a 72 °C. La Tm de la reaccion fue calculada
de acuerdo a la regla de Wallace 1979. Los productos de PCR fueron mantenidos a -20 °C hasta su
posterior uso.

Purificacion y cuantificacion del producto de PCR

Se realizé la purificacion de los productos de PCR mediante el kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System” de la empresa Promega. Para al término del protocolo se realizé una electroforesis en
agarosa para corroborar la purificacion del producto de PCR.

Los productos de purificados se cuantificaron mediante un equipo NanoDrop® ND 2000 de la
compafiia Thermo Scientific™, con las relaciones de absorbancia de 260 nm para concentracion y
260/280 nm para las relaciones de pureza donde absorbencias de 1.9-2.0 corresponden a muestras
con alta pureza.

Electroforesis en gel de agarosa

Para corroborar la correcta amplificacion de los productos de PCR se utilizaron geles de agarosa al
1% utilizando buffer TAE 1X (Tris 40 mM Acido acético 20 mM, EDTA 1mM) y 3 uL de bromuro de
etidio a 10mg/mL. Los geles fueron corridos a 95 V por periodos de 35 minutos y analizados mediante
el equipo Gel Doc™ System Bio Rad. Para corroborar el correcto tamano del amplicon las muestras
de PCR fueron corridas con marcadores de 1 Kb.

Anaélisis Bioinformaticos

Para el analisis de la secuencia se utilizé el programa SerialCloner 2.6.1 que permitié la identificacion
de la secuencia primaria y la prediccién del marco abierto de lectura correspondiente de la lipasa
LipBIUV. Para la generacion del modelo tedrico de la estructura secundaria utilizé el portal SWISS-
MODELS? (https://swissmodel.expasy.org/interactive) y para la prediccién de la estructura terciaria se
realizé a través del portal web RaptorX' (http://raptorx.uchicago.edu). La prediccion del perfil
hidrofébico se realizd de acuerdo con la escala reportada por Kyte & Doolittle a través del portal
ProtScale del sitio web ExPASy Bioinformatics Portal (https://www.expasy.org) y el peso molecular y
punto isoeléctrico se realizdé mediante el portal Computepl/Mw.

RESULTADOS.

A partir de las reacciones de PCR se obtuvo un amplicén con un tamafio de 624 pb, que al
compararlo con la base de datos del NCBI BLAST arrojo una homologia del 99% para lipasas para
Bacillus licheniformis. Figura 1.

L)
1 100 200 300 <00 S00 SO00

Bacillus licheniformis strain IBRL-CHS2 lipase gene, completecds 1099 1099 97% 0.0 99% KU984433.1
Bacillus licheniformis WX-02 genome 1009 1099 97% 0.0 99% CP012110.1
Bacillus licheniformis ATCC 14580, complete genome 1099 1099 97% 0.0 99% CP000002.3

Figura 1. Resultado del alineamiento del amplicon correspondiente al gen lipbluv. Se observa el
alineamiento con una identidad del 99% y con una cobertura de la secuencia de referencia del
97%.

De acuerdo con la prediccion obtenida de la estructura primaria se determiné que la lipasa posee un
total de 208 aminoacidos con un peso molecular aproximado de 22229 Da y un punto isoeléctrico de
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9.3. Se observé que la secuencia de aminoacidos corresponde a la forma candénica de la super
familia de hidrolasas, figura 2. De acuerdo a la secuencia de aminoacidos la lipasa LipBIUV muestra
sitios conservados para triacilglicerol esterasas y lipasas de la clase 2.

a)
GG AAT CCC TTG CGT CGC CAT TCA TTT TTA TCT ATT CTA TTG ATT TGC ATG CTG TCT GTT GTG TCC GTA TTT TCG TTC CGG CCT TCA GCA GCT TCC GCC GC < 100
N P L R R :1 s F L s I L L I c M L 8 v v 8 v F 8 F R P 8 A A 8 A A
CC TTA GGG AAC GCA GCG GTA AGT AAA AAT AGA TAA GAT AAC TAA ACG TAC GAC AGA CAA CAC AGG CAT AAA AGC AAG GCC GGA AGT CGT CGA AGG CGG CG

T TCC CAC AAT CCG GTC GTC ATG GTC CAC GGC ATC GGC GGA GCC GAT TAT AAC TTC ATC GGC ATT AAA TCG TAT TTA CAA TCT CAA GGC TGG ACA AGC AGT < 200
s H N P v v M v H G I G G A D b 4 N F I G I K s D 4 L Q s Q G w T s s
A AGG GTG TTA GGC CAG CAG TAC CAG GTG CCG TAG CCG CCT CGG CTA ATA TTG AAG TAG CCG TAA TTT AGC ATA AAT GTT AGA GTT CCG ACC TGT TCG TCA

GAG CTT TAC GCC ATC AAC TTT ATC GAT AAA ACG GGA AAT AAT ATA AAC AAT GCT CCG AGA TTA TCC GAA TAC ATC AAG CGT GTG CTG AAT CAA ACA GGA G < 300
E L Y A I N I D X T G N N I N N A P R L s E Y I X R v b7 N Q T G A
CTC GAA ATG CGG TAG TTG AAA TAG CTA TTT TGC CCT TTA TTA TAT TTG TTA CGA GGC TCT AAT AGG CTT ATG TAG TTC GCA CAC GAC TTA GTT TGT CCT C

CA TCA AAA GTC GAT ATT GTC GCC CAC AGC ATG GGC GGG GCC AAT ACG CTC TAT TAT ATT AAA AAT CTG GAT GGC GCG GAT AAA GTC GGA CAT GTC GTC AC < 400
s X v D I v A B 8 M G G A N T ;9 Y b 4 I X N L D G A D X v G B v v T
GT AGT TTT CAG CTA TAA CAG CGG GTG TCG TAC CCG CCC CGG TTA TGC GAG ATA ATA TAA TTT TTA GAC CTA CCG CGC CTA TTT CAG CCT GTA CAG CAG TG

C CTT GGG GGC GCT AAT CGT CTC GTT ACA AAC ACG GCG CCT CAG AAT GAC AAA ATC TCA TAC ACT TCG ATT TAC AGC ACA AGC GAC TAT ATC GTC TTA AAC < 500
L G G A N R L v T N T A P Q N D K I s Y T s I Y s T s D Y I v L N
G GAA CCC CCG CGA TTA GCA GAG CAA TGT TTG TGC CGC GGA GTC TTA CTG TTT TAG AGT ATG TGA AGC TAA ATG TCG TGT TCG CTG ATA TAG CAG AAT TTG
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Figura 2. Estructura primaria de la lipasa LipBIUV y andlisis de la comparacién contra secuencias
reportadas. a) Secuencia de aminoéacidos predicha para la lipasa LipBIUV. b) Analisis de la
comparacion de la secuencia de la lipasa LipBIUV contra las secuencias de la base de datos del
NCBI. Se observa que la prediccion de la proteina predicha muestra dominios conservados para la
super familia de a/f hidrolasas.

La prediccion de la estructura secundaria y terciarias mostré que la lipasa LipBIUV posee una
estructura conformada por alrededor de cinco hojas B en paralelo, rodeadas de cuatro hélices a.
Figura 3. La triada catalitica se predijo por comparacion con secuencias conservadas de acuerdo a
lo reportado por Nthangeni et al., 2001 esta mostr6 estar conformada por los aminoacidos Ser109,

Asp161 e His184.
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b)
Figura 3.-Predicion de las estructuras secundarias y terciarias de la lipasa LipBIUV. a) Estructura
secundaria de la lipasa LipBIUV donde se observan 5 hélices a y 4 hojas 3. b) La estructura
terciaria muestra la posicion de las hojas 8 en paralelo rodeadas por hélices a.

El calculo de la hidrofobicidad de la lipasa LipBIUV muestra una region comprendida entre los

aminoacidos 100 al 110, figura 4, que podrian estar relacionados con region denominada “tapa”
reportada para las lipasas y que permite la activacion interfacial tipica de estas enzimas.
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é MWW
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Figura 4.- Grafica de hidrofobicidad de la lipasa LipBIUV. Se observa una regién entre los
aminoacidos 100 al 110 con un patrén de hidrofébico que pudiera estar relacionado con la region
conservada de la tapa.

CONCLUSIONES.

A partir de una cepa de Bacillus licheniformis UVABO1 aislada de aguas termales de San José Purua,
Jungapeo, Michoacan, México fue posible recuperar un gen denominado lipbluv de 624 pb y que
codifica para una lipasa denominada LipBIUV conformada por 208 aminoacidos, esta lipasa mostro
tener un peso molecular de aproximadamente 22.2 KDa y un perfil hidrofébico que muestra una
region comprendida entre los aminoacidos 100 al 110 y que podria estar relacionada con la presencia
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del motivo denominado “tapa” y que esta presente en diferentes lipasas, esta regién se activa en la
interfase agua-aceite y permitiendo el acceso de los sustratos correspondientes para la accion
catalitica de la enzima. La prediccion de las estructuras proteicas primaria, secundaria y terciaria
mostraron que la lipasa LipBIUV presenta motivos conservados de la stper familia de a/p hidrolasas
y para los aminoacidos que conforman a la triada catalitica Ser109, Asp161 e His184, ademas de
que mostré poseer el pentapéptido conservado AHSMG equivalente al pentapéptido GXSXG
reportado por Jeager et al., 1994 en la estructura candnica de las lipasas.
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RESUMEN

En los ultimos afios, los cultivos de berries han sido afectados por Fusarium oxysporum. La gravedad
de la enfermedad conduce a la muerte de plantas ocasionando pérdidas econdémicas, por lo que se
han implementado métodos de control, que ayudan a combatir este problema, sin obtenerse los
resultados deseados. En el presente trabajo se llevd a cabo un ensayo para evaluar la eficacia de
19 productos biorracionales y bioldgicos, disponibles comercialmente y/o en fase de investigacion
desarrollo (hongos, bacterias y biorracionales) respecto a la inhibicion in vitro de cuatro aislados de
F. oxysporum, procedente de diferentes zonas de Jalisco y Michoacan donde causan marchitez
vascular, especificamente en plantas de zarzamora (Rubus L. sub. Rubus)y Fresa (Fragariax
ananassa). El enfrentamiento dual de los productos biolégicos a F.oxysporum, mostré diferencias
significativas en varios de los casos. El Sanosil® mostré mejores resultados con 100% de inhibicién
del crecimiento micelial en los cuatro aislados del patégeno, seguidos porA5030 y 383,con 69% vy
75% de inhibicion, respectivamente. Th-L6®, Rhizobac combi®, Bioderma® y Tk Root®, mostraron
resultados moderados, mientras que los restantes productos mostraron porcentajes de inhibicion
inferiores al 30%, lo que indica que no fueron eficientes para el control del patdégeno. A partir de estos
resultados se realizaran evaluaciones in vivo con los productos que resultaron mas eficientes a fin
de evaluar su posible uso en los sistemas de produccion de fresa y zarzamora en campo.

INTRODUCCION

Las enfermedades producidas por fitopatégenos causan pérdidas severas en la agricultura (Rey et
al., 2000). Estas mermas consisten en la reduccion de la calidad y/o la cantidad de la cosecha
obtenida (Monte, 2001).Ademas de esto, algunos otros ocasionan dafios que alteran el crecimiento
y desarrollo de las plantas hospederas atacadas por estos microorganismos, pudiendo llegar a
causar la muerte de las plantas (Agrios, 2005).

México es uno de los principales exportadores de berries frescas en el mundo, las cuales son
provenientes en su mayoria de los estados de Michoacan, Jalisco, Baja California y Guanajuato
(SIAP, 2017). La produccién de estas frutillas, principalmente zarzamora (Rubus L. sub. Rubus)y
Fresa (Fragariax ananassa) ha decaido en los ultimos afios debido a la presencia de la Marchitez
Vascular, enfermedad causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. mori (Gordon et al., 2016)
en el caso de la zarzamora y F. oxysporum f. sp. Fragariae (Ochoa y Fonseca, 2000). Quillay (2011)
menciona que la marchitez vascular puede causar pérdidas del 50 a 100% en la produccién de
plantulas y 50% en la produccion de frutas.

Algunas especies del género Fusarium spp. son habitantes del suelo. Se reconocen por su impacto
econdmico negativo en la agricultura mundial, ya que son agentes causales del marchitamiento
vascular y pudricién basal de una gran variedad de plantas de importancia agricola. F. oxysporum f.
sp. mori, constituye uno de los factores mas limitantes para la producciéon de zarzamora en México
y California, ocasionando la muerte de plantas infectadas en cualquier etapa del cultivo (Gordon et
al., 2016).

Desafortunadamente no existen medidas de control eficientes para el manejo integrado de esta
enfermedad. El esfuerzo de los productores por manejar esta problematica los ha conducido a la
busqueda de alternativas de manejo, debido fundamentalmente al bajo control que presenta el uso
de fungicidas sintéticos. Sumado a esto, las multiples aplicaciones de dichos agroquimicos pueden
acarrear diferentes problemas, entre los que destacan la toxicidad en humanos (Paulitz y Bélanger,
2001; Whalenet al., 2003), detenciones de exportaciones por residuos quimicos en productos, dafios
al medio ambiente (Ramirez y Jacobo, 2002), asi como efectos perjudiciales en organismos
benéficos (Anderson et al,, 2003). Mas aun, los fitopatdgenos podrian desarrollar resistencia a
ingredientes activos de los fungicidas sintéticos, requiriendo el uso de altas dosis y la busqueda de
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nuevas formulaciones para reemplazar a los que han inducido resistencia en hongos (Bajwa et al.,
2003; Chapagain et al., 2007).

Debido a la problematica que presenta el uso indiscriminado de los fungicidas sintéticos, asi como
el interés de la compania en ampliar las producciones organicas, es necesario implementar
alternativas naturales para el control de enfermedades. De ahi que este trabajo tuvo como objetivo
evaluar la eficacia y consistencia de productos de control bioldgico y biorracionales en la inhibicién
del crecimiento micelial in vitro de F. oxysporum.

PARTE EXPERIMENTAL

Seleccion de aislados y preparacion de inéculo de Fusarium oxysporum

La Tabla | muestra los cuatro aislados de F. oxysporum usados en este estudio, provenientes de
distintas zonas de los estados de Jalisco y Michoacéan, que fueron previamente identificados hasta
especie mediante amplificaciéon y secuenciacion de regiones ITS del rDNA, Factor de elongacién 1-
a y B-tubulina; asi como evaluada su Patogenicidad en plantulas de zarzamora var. "Tupy’ (datos no
publicados).

Tabla I. Aislados de F. oxysporum utilizados para la evaluacion de la eficacia de productos
bioldégicos y biorracionales.

Procedencia Patogenicidad
Aislado Cultivo Zona/ Estado “Tupy
Mx-Black 719 Zarzamora Cd. Guzman, Jal. +
Mx-Straw 852 Fresa Zamora, Mich.
Mx-Black 870 Zarzamora Los Reyes, Mich. +
Mx-Black 872 Zarzamora Los Reyes, Mich. -

La suspension de esporas se obtuvo a partir de un cultivo en PDA (7 dias de crecimiento) de cada
aislado de F. oxysporum a evaluar. La remocion de esporas se realizoé adicionando 1 ml de agua
destilada estéril en un tubo Eppendorf de 2 ml, con ayuda de una aza de Drigalsky estéril se removio
sobre la superficie del medio, obteniendo de esta forma la solucion madre con un recuento de 108
conidios/ml. 40 ul de la solucién de esporas obtenida, fueron colocados y esparcidos con auxilio de
una espatula de Drigalsky en medio PDA, e incubados a 25°C en oscuridad por siete dias. A partir
de estos cultivos fueron tomados, con ayuda de un sacabocados estéril, discos de 5 mm de didmetro
que fueron usados como inéculo del patégeno en todas las pruebas.

Productos de control biolégico

Se utilizaron productos de distintos origenes: microorganismos (bacterias y hongos antagoénicos),
extractos de plantas y biorracionales (acidos organicos y minerales); con diferentes modos de accion
(tabla ).
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Tabla Il. Productos comerciales y/o en fase de estudios probados como posibles agentes de
control biolégico y biorracional de F. oxysporum.

Nombre
comercial
Silikare®
Sanosil®

Biozid agrox®
Progranic Mega®

Ingrediente activo

Silicato de potasio

Peréxido de hidroxido+plata
Solucién acido hipocloroso
Extracto de gobernadora

Dosis

3.125 ml/250 ml PDA
1m1/250m| PDA
10mI/250mI PDA
1.36ml1/250ml| PDA

Trylogy® Extracto de Neem 4.375ml1/250ml PDA
Prot -1* Streptomyces spp. 125 ml/250 ml PDA
Prot -2* Streptomyces spp. 125 ml/250mI PDA
A5030* Streptomyces spp. NA

383* Streptomyces spp. NA

Methazar® Metarhizium anisopliae 0.12g9/250 ml PDA
Bioderma® Trichoderma harzianum 0.1g /250 ml PDA
Th-L-6® T. harzianum 5g /250 ml PDA
Trianum® T. harzianum 0.1g/250 ml PDA
Javelin® Bacillus thuringensis 0.789/250 ml PDA
Serenade® Bacillus subtillis 3.125ml/250 ml PDA

Actinovater®
Alibio Bpg Plus®

Streptomyces lydicus
Compuesto de
microorganismos
Bacillus cereus var.
Mycoides, B. megatherium y
B. subtilis

Tk Root® T.harzianum 0.149/250 ml PDA
*Productos que aun no estan disponibles comercialmente; NA no aplica.

0.148g/250 ml PDA
0.08g/250 ml PDA

Rhizobac combi® 0.149/250 ml PDA

Adicionalmente se utilizé como testigo positivo Carbendasal® (Metilbenzimidazol-2-ilcarbamato),
fungicida quimico que inhibe el crecimiento del hongo; y como testigo negativo agua destilada estéril.
Enfrentamientos in vitro

Todos los enfrentamientos se realizaron en placas de Petri de 90 mm de diametro conteniendo 20
ml| de PDA en condiciones controladas (22+2°C, 12 horas luz). De cada tratamiento y para cada
aislado de F. oxysporum se tuvieron tres réplicas y todo el experimento fue repetido dos veces. Los
bioplaguicidas se prepararon considerando las dosis recomendadas en campo (DRC).

Metodologia agar envenenado para extractos y biorracionales

Para la preparacién de las concentraciones, se calcularon las cantidades necesarias de los agentes
antifungicos (Silikare®, Sanosil®, Biozid agrox®) y extractos (Gobernadora y Neem), tomando en
cuenta la DRC y aforando en agar PDA a 45-55°C(Quintero, 1997).En el centro de las cajas de Petri
que contenia las respectivas dosis (Tabla Il)incorporadas en el medio de cultivo, se colocé un disco
(5 mm de diametro) del inéculo del patégeno de cada aislado (fig. 1A) (Achicanoy, 1991).La
determinacion de la inhibicion del crecimiento de la colonia se realizé6 mediante la féormula utilizada
por Pastrana (2014).

Formula I. Actividad Antifungica (%) = [(Dc — Ds) / Dc] x 100

Donde Dc es el diametro de crecimiento de la placa control (Blanco) y Ds el didametro de crecimiento
en la placa que contenia el agente antifungico probado.
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Figura 1. Métodos de evaluacion de diferentes productos como inhibidores del crecimiento micelial
de F. oxysporum en medio PDA. (A) medio envenenado con extractos vegetales y biorracionales,
(B) bacterias antagonicas, (C) hongos de control biolégico.

Metodologia de enfrentamientos con bacterias antagonicas

Para evaluar la actividad antagonista de los productos a base de Bacillus spp., Streptomyces lydicus
y el compuesto de microorganismos, se coloco en el centro de cada placa un disco de 5 mm con
micelio del patégeno. Después de 48 h, cuatro gotas de 50 ul de la suspensién bacteriana de los
productos se situaron equidistantemente en el borde de la placa (fig 1B). Posteriormente, las placas
se incubaron durante 7 dias bajo las condiciones antes descritas y se calculé el % IRC (porcentaje
de inhibicién del crecimiento micelial) mediante la siguiente formula

Férmula 2. %IRC= [(D1-D2)/D1) x100

Donde D1 es crecimiento micelial y D2 es crecimiento micelial influenciado (Patifio et al., 2001).
Metodologia de enfrentamientos duales con hongos benéficos

40ul de la solucién diluida en la placa (PDA) (Tabla Il), fueron esparcidos con un asa de Drigalsky y
posteriormente incubados por siete dias bajo las condiciones antes descritas (Quintero, 1997).

Una vez que los hongos benéficos desarrollaron micelio de manera uniforme por toda la placa, se
tomaron, con auxilio de un sacabocados estéril, discos de 5 mm de diametro, los cuales fueron
colocados (uno en cada placa) frente al disco del patégeno, que habia sido colocado 48 horas antes
a 2.5 cm de la periferia de la placa (fig. 1C).Las placas se incubaron por 7 dias a condiciones
controladas antes mencionadas. Al finalizar la incubacion se determind el porcentaje de inhibicion
radial del crecimiento (% IRC) del patégeno mediante la formula de Royse y Ries (1978).

Formula 3. %IRC= [(R1-R2)/R1] x100

Donde R1 es el radio mayor y R2 es el radio menor desde el disco hasta el punto donde el patégeno
y el antagonista se ponen en contacto respectivamente.

Metodologia para productos a base de streptomyces spp.

Para evaluar la efectividad de los productos a base de Streptomyces spp. (Prot-1 y Prot-2), no
disponibles comercialmente porque se encuentran en fase de investigacion, se siguié la metodologia
propuesta por la empresa desarrolladora de estos productos. Se tomé una relacion de dilucion 1/200
en base al medio de cultivo, por lo que en este caso se tomaron 125 pl del producto y se esparcieron
con un asa de Drigalsky sobre la placa, se dejaron reposar hasta la absorcidon de éste por el medio
(aproximadamente 1 hora). Posteriormente se colocd un disco conteniendo el patégeno. Las
condiciones de incubacion y la evaluacién fueron similares a la metodologia antes descrita.

Los productos A5030 y 383 se recibieron como siembras microbianas (cepas de Streptomyces spp.
en placas con PDA), por lo que para obtener el in6culo, se sembraron cepas de estos productos en
un matraz de 250 ml con 50 ml de medio Agar Diferencial de Moho de Levadura (YMD) y se incubaron
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a 30°C por 4 dias. Posteriormente se tomaron 200 ul del medio conteniendo el inéculo y se colocaron
en una placa con medio PDA, distribuyéndose con auxilio de un asa de Drigalsky estéril. Las placas
fueron incubadas con el tiempo y condiciones antes mencionadas. Posteriormente, se vertieron 4 mi
de agua destilada estéril en la placa y con un asa de nicromo se resuspendieron las esporas. Con
ayuda de una micropipeta se tomé la solucién y se colocd en un tubo Eppendorf® estéril de donde
se realizd el conteo de esporas con ayuda de una camara de Neubauer, para ajustar la suspension
a una concentracién de 105 esporas /ml. Para el ensayo, se colocaron 100 ul de la suspensién de
esporas de B. cinérea y se esparcieron por toda la caja con PDA. Seguidamente se situaron 4 gotas
de 10 ul de la suspension de esporas de los productos a evaluar en la parte periférica a la placa, se
dejaron incubar durante 8 dias a condiciones ya mencionadas y se evalué el crecimiento micelial
siguiendo la formula anterior.

Analisis de datos.

Para el analisis de los datos obtenidos de la inhibicidn del crecimiento fungico se realizé un analisis
de varianza y cuando existieron diferencias significativas, se utilizd la separacién medias (prueba
HSD de Tukey) para determinar el valor del error estandar. Todos los calculos se realizaron utilizando
el paquete estadistico JMP (version 13.0, SAS Institute Inc.).Cona=0.05 y un grado de correlacién
r2>0.80.

RESULTADOS

Inhibicién de crecimiento general

La (fig. 2) muestra los resultados del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de F.
oxysporum considerando todos los aislados, para cada uno de los productos evaluados. De manera
general Sanosil® (Perdéxido de hidrégeno + plata) fue el Unico producto que presentd porcentajes de
inhibicionde100% y fue estadistica superior al resto. Los productos 383, A5030 ( Streptomyces spp.)
y Progranic Mega® (Extracto de Gobernadora) ofrecieron porcentajes de inhibicion entre 60 y 70%,
sin diferencias estadisticas entre ellos. Los productos a base de T. harzianum (Bioderma®, ThL-6%® y
TK Root®) asi como Rhizobac combi (B. cereus) mostraron porcentajes de inhibicion entre 50 y 60%,
sin diferencias estadisticas entre ellos. Los restantes productos resultaron menos eficaces con
porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum inferiores al 50%.
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Figura 2.Efectividad de diferentes biofungicidas y productos biorracionales como inhibidores del
crecimiento micelial de aislados de F. oxysporum in vitro.

Inhibicién de crecimiento por aislado

El aislado Mx-Black 719 (fig. 3) proveniente de zarzamora, no fue inhibido por los productos Silikare®,
Biozid agrox® y Trylogy®, teniendo un porcentaje de inhibicién por debajo de 20%. Los productos que
mejores resultados de inhibicion ofrecieron fueron Sanosil®, 383 y A5030, seguidos de Progranic
Mega®, Rhizobac Combi® y Tk Root®.
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Figura 3.Efectividad de diferentes biofungicidas y productos biorracionales como inhibidores del
crecimiento micelial in vitrodel aislado de F. oxysporum Mx-Black 719, procedente de zarzamora.

En el aislado Mx-Black 870 (fig.4) se observo que de manera similar al Mx-Black 719, Silikare®, Biozid
agrox® y Trylogy® no inhibieron el crecimiento del patdgeno, mientras que si lo hicieron 383 y A5030,
con valores de 72.7 y 74.87%, respectivamente. Progranic Mega®, Actinovate®, Javelin® y Serenade®
también mostraron resultados favorables en cuanto a la inhibicion del patdgeno, siendo el mejor
controlador de crecimiento micelial del patégeno Sanosil® (100%).
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Figura 4.Efectividad de diferentes biofungicidas y productos biorracionales como inhibidores del
crecimiento micelial in vitrodel aislado de F. oxysporum Mx-Black 870, procedente de zarzamora.

Para el aislado Mx-Black 872 (fig. 5), Sanosil® mostré el mejor porcentaje de inhibicién (100%). Al
igual que los aislados anteriores los productos A5030, 383 y Progranic Mega® mostraron resultados
satisfactorios, inhibiendo crecimientos diametrales en porcentajes de 70.3, 71.8 y 69.8%,
respectivamente. Para este aislado se observaron resultados moderadamente positivos de los
productos Javeline®, TkRoot® y Alibio Bpg Plus ®.
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Figura 5. Efectividad de diferentes biofungicidas y productos biorracionales como inhibidores del
crecimiento micelial in vitrodel aislado de F. oxysporum Mx-Black 872, procedente de zarzamora.

Para el aislado Mx-Straw 852, procedente de fresa (fig. 6) se observo crecimiento de F. oxysporum
para los productos Silikare®, Biozid agrox®, Prot-1 y Prot-2, en cuanto a los productos que mejor
resultados ofrecieron se encuentran Sanosil®(100%),A5030 (70.76%), 383 (72%) y Progranic Mega®
(69.39%). En este caso Th-L6, Rhizobac combi® y TkRoot®, mostraron resultados moderados
respecto a la inhibicion del crecimiento del patégeno.
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Figura 6.Efectividad de diferentes biofungicidas y productos biorracionales como inhibidores del
crecimiento micelial in vitrodel aislado de F. oxysporum Mx-Straw852, procedente de zarzamora.

CONCLUSIONES

Sanosil® (Peréxido de hidrégeno + plata) inhibié el 100% del crecimiento micelial de F.
oxysporumen los 4 aislados.

383 y A5030 (cepas de Streptomyces spp.) inhibieron alrededor de 72%, creciendo a una
velocidad superior a la del patégeno en los cuatro aislados.
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Th-L6® (T. harzianum), Rhizobac combi® (B.cereus), Bioderma® (T. harzianum), Tk Root® (T.

harzianum) y Progranic Mega® (Extracto de Gobernadora), mostraron resultados moderados con
porcentajes de inhibicion entre 50% y 63% en los cuatro aislados.

El resto de los productos no ejercieron control eficaz sobre el crecimiento del patégeno.

Se observé una gran consistencia en cuanto al efecto de los diferentes productos sobre todos
los aislados, pudiendo sugerir que el efecto de los productos sea similar en las diferentes zonas de
produccion.
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ELABORACION DE TORTILLAS DE MAIZ Y BAGAZO DE ZANAHORIA
Maria Gloria Cornelio Moreno, Rosa Maria Garcia Martinez

Facultad de QuimicoFarmacobiologia, UMSNH. Morelia, Michoacan

RESUMEN

La tortilla de maiz es el simbolo mas antiguo de la cultura culinaria de nuestro pais. Sin importar la
clase social a que se pertenezca, la tortilla se consume a diario por el 94% de los mexicanos,
acompafando los platillos tipicos de nuestra gastronomia. En México, en 1998 el consumo per capita
anual de tortilla era de 94.8 kilos, para 2009 fue de 80 kilos, segun la encuesta bianual de consumo
de tortilla que elabora Gruma. Dentro de los factores que han contribuido a esta situacién se
encuentran el alto precio internacional del maiz y la presencia de sequia en areas donde se cultiva
este grano.

INTRODUCCION

La zanahoria pertenece a la familia Umbelliferae, especie Daucus carota. Las formas cultivadas
derivan de Daucus carota, variedad sativa.Zanahoria es el nombre comun de una planta originaria
de Eurasia y el norte de Africa y ampliamente distribuida por todas las regiones templadas del
hemisferio norte; el nombre se aplica también a la raiz de la planta. La zanahoria es la raiz pivotante
engrosada de la planta —de color anaranjado, aunque también hay variedades de color amoratado
o amarillo—, que acumulan los nutrientes necesarios para mantener la parte aérea, de hasta 1,5 m
de altura, que se forma si se deja en el suelo durante el segundo afo de crecimiento. El tallo lleva
una umbela de flores blancas o rosadas parecida a un nido.

La variedad silvestre forma una raiz dura y lefosa no apta para el consumo pero la cultivada es, por
el contrario, una hortaliza muy apreciada. En Espafia, la variedad cultivada mas comun es la
semilarga de Nantes.

El término de fibra alimentaria se define como los residuos de las células vegetales que resisten a la
hidrélisis enzimatica del intestino delgado, fue creado inicialmente en el contexto médico por su
beneficio a la salud. Las fibras de las hortalizas se consumen en forma fresca o transformada o bien
se extraen de las hortalizas en una forma mas o menos purificada para dar lugar a una gama de
ingredientes para la formulaciéon de productos alimentarios

Su incorporacion en los alimentos industrializados responde a la vez a las recomendaciones de los
especialistas en nutricién para aumentar el aporte cotidiano de fibra y representa una oportunidad
para los productores de cereales y hortalizas asi como para la industria procesadora para utilizar
diversos subproductos. La ventaja de los alimentos ricos en fibra es que producen saciedad y
reducen con ello la tentacion de comer entre comidas. La falta de fibra en la dieta produce
estrefimiento y puede causar diversos trastornos en el sistema digestivo cancer del colon.

TEORIA

La zanahoria contiene una cantidad apreciable de hidratos de carbono y un alto contenido en fibra,
tanto soluble como insoluble. Si bien el aspecto mas destacable de este alimento desde el punto de
vista nutricional es su contenido en vitamina A (una zanahoria de tamafio medio cubre el 89% de las
necesidades diarias de esta vitamina para hombres de 20 a 39 afios y el 112% para mujeres de la
misma edad), y en concreto en carotenoides con actividad provitaminica A (que una vez en el
organismo se transforman en vitamina A, vitamina necesaria para el buen funcionamiento de la retina
y especialmente para la visidon nocturna o con poca luz y para el buen estado de la piel y mucosas).
El mas abundante es el b-caroteno (6.628 ug/100 g de porcion comestible), al que algunos estudios
han atribuido un papel preventivo frente a enfermedades como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, cataratas y degeneracion macular senil, dada su capacidad antioxidante y
moduladora de la respuesta inmunitaria. Le sigue el a-caroteno, cuyos niveles séricos se han
relacionado inversamente con la presencia de enfermedad coronaria y formacién de placa arterial; y
cantidades traza de criptoxantina. En la zanahoria, existen ademas, otros carotenoides sin esta
actividad, como la luteina (288 pg/100 g de porcidn comestible). Esta se localiza en retina y cristalino
de ojo, pudiendo prevenir el dafio oxidativo inducido por la luz y protegiendo, por tanto, frente al
deterioro asociado a la edad (cataratas y degeneracién macular senil). Otras vitaminas presentes en
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cantidades mas discretas son la vitamina C y la vitamina B6. También contienen pequefas
cantidades de minerales como hierro, yodo y potasio.

PARTE EXPERIMENTAL

Para la preparacion de las tortillas se utilizO como materia prima masa adquirida de una tortilleria
del la ciudad de Morelia y el bagazo de zanahoria de un local comercial de jugos de la misma cuidad
para la elaboracién de la tortillas se integro 250gr de bagazo por 1kg de masa para su cocimientos
se realizo por el método tradicional para el analisis proximal se determino de acuerdo a la
metodologia de la AOAC.

Determinacion de humedad

Se determiné por el método 934.01 de la AOAC (1990). Norma técnica de referencia NMX-F083-S-
1986.

La humedad de la muestra se determiné mediante el porcentaje de agua eliminada por evaporacion
durante un calentamiento en una estufa a 105 °C por 3 h.

Determinacion de cenizas

Se determino por incineracion por el método 962.02 de la AOAC (1990). Norma técnica de referencia
NMX-F-607-NORMEX-2002

El contenido de cenizas presentes en la muestra se determiné por medio de una incineracion, previo
calentamiento en una parrilla eléctrica para su final calcinacién, en una mufla a 560 °C por 3 h.
Determinacién de lipidos

Se determino por el método 920.85 de la AOAC (1997) y NMX-F-615-NORMEX-2004.
Determinacion de proteina

Se basé en la determinacion de nitrégeno organico de la muestra, realizandose en dos partes, la
primera consistié en la descomposiciéon de la materia organica bajo calentamiento, en presencia de
acido sulfurico concentrado, y luego se registré la cantidad de amoniaco obtenido de la muestra por
titulacion con hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 N, en presencia de rojo de metilo.

RESULTADOS
Analisis fisicoquimico de la tortilla de bagazo de zanahoria y maiz.
Los resultados

Determinaciones Tortilla normal Tortilla con bagazo
Humedad 45.9566 50.4505
Ceniza 0.78603 1.01723
Lipidos 0.780967 0.691433
Fibra 0.142400 0.285067
CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultado podemos concluir que la utilizacion de bagazo como sustituto o como
ingrediente adicional a los alimentos pude generar un beneficio a la salud por su propiedades como
los es la fibra ya que muchas enfermedades que la poblacidon padece es a causa del bajo consumo
de ciertos nutrientes como son los alimentos ricos en fibra otra de las causas que provoca graves
enfermedades es el no consumir frutas y verduras.la elaboracién de alimento enriquecidos se les da
una mejor aceptacién por los consumidores en este caso la tortilla es aceptada por el publico por
lo cual este es un gran proyecto de investigacién para dar presentaciones diferente a lo que es la
masa de maiz el bagazo se presta para ser adicionado a diferente a lamentos como pueden ser
galletas, panque, totopos, gelatina que son algunos de los alimentos que estamos estudiando.
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EL EFECTO DEL FOTOPERIODO EN LA REPRODUCCION EN YEGUAS
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion es conocer el efecto del fotoperiodo en yeguas y ver como influye
en la reproduccion. La actividad reproductiva en la yegua es estacional. La estacién reproductiva
natural de las yeguas se extiende desde la prima-vera hasta finales del verano, lo que en el
hemisferio norte implica desde abril hasta septiembre, y en el hemisferio austral desde octubre hasta
marzo. Los caballos son llamados reproductores “de dias largos”, ya que su actividad ciclica normal
se activa, principalmente, por el aumento en la duracion del dia (es decir, el fotoperiodo creciente) a
principios de primavera, mientras que a finales de verano y principios del otofio, el acortamiento de
la duracion del dia (es decir, el fotoperiodo decreciente) desencadena la finalizacion de la estacion
reproductiva. En primavera, factores secundarios, como el aumento de la temperatura y la mejora
de la ingesta dietética, aceleran el inicio de la actividad reproductiva. Hay una fuerte relacién entre
el fotoperiodo y la aparicién de la ovulacién. La ovulaciéon en la hembra es minima o esta ausente
durante el invierno y tiene su maxima frecuencia en verano. La primavera y el otofio se consideran
periodos de transicion y se caracterizan por ciclos estrales frecuentes e irregulares que varian tanto
por lo que respecta a la duracién del ciclo como al momento de la ovulacion. La foliculogénesis es
un proceso bastante conservado entre los mamiferos existen caracteristicas diferentes segun las
especies. Las bases endocrinoldgicas de la dinamica ovarica son similares con algunos cambios
segun las especies. Una excepcion la constituye la hormona melatonina. Esta ultima inhibe o
estimula la liberaciéon de GnRH segun se trate de una especie fotoperiddica positiva o negativa.
Palabras clave: Fotoperiodo, Reproduccion, Ovulacion.

INTRODUCCION

La yegua es poliestrica estacional. La actividad reproductiva es primariamente regulada por el
fotoperiodo, pero también por la nutricion y el clima (principalmente la temperatura). Alrededor del
mundo la mayoria de las yeguas sufren la actividad del ciclo sexual durante la primavera y el verano
(estacion de cria), y solamente algunas yeguas son reproductivamente activas durante el invierno
(estacion de anestro). (De la Cera. 2003)

El ciclo estral se define como, el periodo de tiempo que va desde el inicio del celo o estro hasta el
inicio del siguiente. En este ritmo bioldgico se pueden diferenciar las siguientes fases: Estro, fase de
receptividad sexual, durante la cual se produce la ovulacion. Metaestro, periodo inicial de formacion
del cuerpo luteo. Diestro, fase de predominio de la actividad del cuerpo amarillo o luteo, también se
le denomina progestacional. Proestro, periodo previo al estro. (Ramirez. 2006)

Se divide en dos etapas, una es la fase folicular (estro) y la otra es la fase lutea o diestro, durando
entre 4 a 7 dias y entre 14 a 15 dias respectivamente, dando un total de 21 dias en promedio de
duracion del ciclo. Esto se cumple en los meses estivales, no tan asi en los meses de primavera y
otofio donde se encuentran los celos de transicion que son mas largos dando un estro de 7 a 10 dias
y un diestro de 14 dias (Quattrocchio. 2016).

DESARROLLO

Fotoperiodo

Las yeguas durante el afio van sufriendo ciertas modificaciones en la actividad de sus ovarios, esta
actividad va en concordancia con las horas luz que hay durante el dia en las diferentes estaciones.
(Broto, 2014).

El ciclo estral esta regulado por el eje hipotdlamo-hipéfisis-ovarios, el cual mediante mecanismos
neuroendocrinos, produce variaciones en la funcionalidad ovarica. La luz es la desencadenante de
este mecanismo, la retina del globo ocular detecta este estimulo luminico y lo convierte en un impulso
nervioso el cual se transmite via nervio optico, pasando por el ganglio cervical superior y por fibras

146



DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

postganglionares hasta alcanzar la glandula pineal, ubicada entre los dos hemisferios cerebrales,
transformando ese estimulo nervioso en una descarga hormonal. Esta glandula es considera el
mediador entre los receptores de luz y el eje hipotalamo-hipdfisis-ovarios (Quattrocchio. 2016)

La actividad ovarica aumenta conforme se incrementan las horas luz, hasta alcanzar, en el hemisferio
Norte, un patron ciclico regular entre abril y septiembre (temporada reproductiva o época ovulatoria),
que corresponden con el periodo de mayor longitud del dia. Posteriormente, la actividad ovarica se
reduce conforme disminuye la duracién de la luz diaria, hasta llegar a cesar durante noviembre a
enero (temporada anovulatoria), cuando los dias son mas cortos. En el hemisferio Sur las
temporadas reproductiva y de anestro se invierten debido a que la longitud del dia también sigue un
patron opuesto al del hemisferio Norte (Lépez 2010).

Las yeguas en los dias con mayor cantidad de horas luz como el verano de cada afio, las hembras
presentan ciclos estrales y, por consiguiente, pueden concebir. En la temporada en que se reduce
el fotoperiodo (invierno) ocurre lo contrario, permanecen en un periodo anovulatorio no ciclico:
anestro. Con base en su actividad ovarica y debido a que la duracién de la gestacién es de alrededor
de 11 meses, la yegua generalmente presenta sus partos en la primavera, como las demas especies
con reproduccién estacional. Esta actividad reproductiva se debe a que en la primavera encuentran
las condiciones apropiadas para la supervivencia de su descendencia. Sin embargo, no en todas las
explotaciones de equinos coincide la fisiologia reproductiva de estos animales con el interés de los
productores. (Vazquez. 2004).

Dinamica ovarica durante el ciclo reproductivo

La yegua es poliéstrica estacional con fotoperiodo positivo. Es decir presenta varios ciclos estrales
durante la temporada reproductiva, y se encuentra regulada por la cantidad de horas luz. El afo
calendario puede dividirse en cuatro etapas que difieren enddcrina y fisiolégicamente: etapa
anovulatoria, transicion de primavera, etapa reproductiva y transicion de otofio (Gigli. 2006)

Etapa anovulatoria: La liberacion de melatonina es bloqueada por el estimulo producido por la luz.
Durante el invierno, la mayor cantidad de horas de oscuridad, producen una cantidad suficiente de
melatonina como para bloquear el eje hipotalamico-hipofisario-gonadal. Como consecuencia, la
GnRH es liberada en forma pulsatil con muy baja amplitud y frecuencia (pulsos débiles con intervalos
muy largos entre cada liberacién), resultando insuficiente para producir secrecién de FSH y LH. Ala
palpacién rectal, los ovarios se palpan chicos y duros por la ausencia de foliculos antrales grandes
(> 15 mm). La activacion inicial de foliculos preantrales, como se explicé anteriormente puede
continuar ya que este es un proceso gonadotréfico independiente. Se prefiere denominar a esta
etapa anovulatoria y no anestro ya que algunas yeguas presentan signos de celo debido a la
ausencia de progesterona y la liberacion de estradiol desde las glandulas adrenales. La FSH durante
el invierno se libera con una frecuencia de un pulso cada dos dias siendo insuficiente como para
producir el crecimiento de foliculos mayores a 15 mm. (Alexander 1991).

Transicién de primavera: El inicio de la actividad reproductiva se produce paulatinamente y luego
de pasar por un periodo de aproximadamente 2 meses de transicion. Durante este periodo, la
concentracion de FSH es éptima para producir el reclutamiento de foliculos pero al no liberarse LH
en cantidad suficiente, no se desencadena la ovulacion. La deficiencia estacional que se observa en
la liberacién de LH resulta en una concentracién baja de los factores presentes en el liquido folicular
como IGF-I, estradiol, inhibinas y factores angiogénicos (VEGF). Todo esto conduce a que no se
produzca la ovulacién. La concentracion baja de estradiol e inhibinas a su vez, lleva a una mayor
concentracion de FSH porque no se produce el mecanismo de retroalimentacion negativo. Al
principio de la transicion ocurren solo ondas foliculares menores. Se denomina ondas foliculares
menores al reclutamiento de un numero determinado de foliculos que crecen entre 6 y regresan
simultdaneamente sin la formacion de un foliculo dominante. Al final de la transicién, ocurren ondas
foliculares mayores. Se produce el reclutamiento de un conjunto de foliculos antrales que si bien
regresan todos, uno de ellos logra alcanzar mayor tamafo que los demas, mas de 21 mm de
diametro. A la palpacién los ovarios se palpan como «racimos de uvas» por la presencia de muchos
foliculos de tamano similar entre ellos (20-30 mm). El comportamiento de la yegua en esta etapa se
caracteriza por tener celos largos e irregulares. La elevacién de la LH permite la primera ovulacion
dando por terminado la etapa de transicién y el comienzo de la etapa reproductiva (Ginther 2004).
Etapa reproductiva: El comienzo de la etapa reproductiva sucede cuando las horas luz son
suficientes para suprimir el reflejo inhibitorio producido por la melatonina sobre la liberacion de
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GnRH. Los primeros ciclos del afo suelen ser irregulares, adquiriendo mas regularidad en cuanto a
duracion, a medida que avanza la estacion reproductiva. La liberacion de GnRH es continua con
pulsos adicionales cada dos horas en diestro y dos pulsos cada hora en estro. En la yegua puede
ocurrir una o dos ondas foliculares mayores por ciclo estral ya que la concentracion de FSH puede
ser secretada siguiendo un patréon uni o bimodal. Cuando es secretada con un patron bimodal
presenta un aumento plasmatico del dia 3 al 5 y un segundo aumento entre los dias 11 a 13 del ciclo.
Mas entrada la etapa reproductiva, la FSH puede tener un patréon de secrecidon unimodal,
aumentando solamente una vez por ciclo. A diferencia de la transicién, en la temporada reproductiva
so6lo ocurren ondas foliculares mayores, ya que siempre se produce un foliculo dominante. Segun el
momento del ciclo en que se producen las ondas foliculares, se subclasifican en onda mayor primaria
y onda mayor secundaria. Se define como onda mayor primaria al grupo de foliculos que daran origen
a la ovulacién estral. La ovulacién ocurre 24-48 horas antes de que finalice el estro. La onda mayor
secundaria es la activacion y diferenciacion de foliculos terciarios cuyo foliculo dominante adquiere
su mayor tamano durante el diestro. Comienza a observarse ecograficamente al final del estro del
ciclo anterior. La onda mayor secundaria varia su incidencia segun la raza y en general se observa
con mayor frecuencia al comienzo de la etapa reproductiva anual, ya que como se explicé, la FSH
no siempre tiene una modalidad de secrecion bimodal. La yegua es una de las especies domésticas
que puede ovular con concentraciones altas de progesterona. Por lo tanto, a diferencia de otras
especies, el foliculo dominante de la onda mayor secundaria puede llegar a ovular (ovulacién
diestral). Si esta ovulacion ocurre alrededor del dia 10 del ciclo, al producirse la liberacion del
endometrio de PGF2alfa, se producira la lisis del CL diestral al mismo tiempo que el CL primario. En
cambio, si la ovulacion diestral ocurre mas tardiamente no podra responder a la liberacion de
PGF2alfa y persistira alargando la duracién normal del diestro, formando un cuerpo luteo persistente.
(Ginther 1992).

Transicién de otono: Aunque los cambios fisioldgicos que ocurren en la transicion de otofio no
estan tan definidos como en el resto de las etapas anuales, se puede afirmar que durante el otofio
ocurren cambios paulatinos que van a terminar temporalmente con la activacién de foliculos antrales
y el mecanismo de la ovulacion. Irvine et al (2000) observaron que la FSH vuelve a tener un patrén
bimodal de secrecion como al inicio de la temporada reproductiva con un pulso cada dos dias. La
concentracién sérica de la LH disminuye mas rapidamente luego de su aumento pre-ovulatorio y
finalmente no logra alcanzar los niveles necesarios para desencadenar la ovulacion. (Gigli. 2006).
Luz artificial

Es sabido, desde los primeros tiempos, que el aumento de las horas luz por medios artificiales
produce la transicion del anestro a la etapa de ciclos fértiles regulares. Los equinos como la mayoria
de los animales poseen lo que se denomina "reloj bioldgico". La exposicidon a 14 - 16 horas de luz
pone en 5 marcha el reloj bioldgico para la actividad de dias largos o de tiempo estival. En algunos
criaderos prefieren los partos al principio del afio, lo que se puede lograr aplicandoles tratamientos
de luz artificial, adicional a la del fotoperiodo natural, en la temporada de dias con menor
luminosidad.(Adams, 1993)

Con este tratamiento se adelanta la temporada de concepciones y, como consecuencia, las yeguas
pueden parir en los primeros meses del afio (Vazquez. 2004).

Las yeguas se colocan en corrales iluminados por la tarde controlando el encendido de las luces por
medio de células fotoeléctricas. Luego de 2,5 horas (o las que fuesen necesarias para completar las
16) las luces se apagan y las yeguas deben volver a sus potreros. Si este método es puesto en
practica en Enero, algunas yeguas comenzaran a ciclar al principio de la temporada reproductiva.
Con respecto a la luz, cualquier forma es efectiva, ya sea fluorescente o incandescente de 100 o 200
watt. (De la Cera. 2003).

Durante el periodo de anestro, la mayoria de las yeguas no muestran receptividad sexual y no
desarrollan foliculos que ovulen. En el hemisferio norte, el periodo de anestro de la yegua ocurre
frecuentemente durante la mayoria del invierno (mediados de noviembre a mediados de febrero).
Hay excepciones en esto ya que algunas yeguas muestran sefiales de receptividad sexual a lo largo
del afio, aunque normalmente no ovulan durante el invierno (Montenegro 2006).
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CONCLUSION
El fotoperiodo afecta dastricamente la reprioduccion de las yeguas asi como la tasa de ovulacion y
produccion de ormonas.
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RESUMEN

Euphorbia antisyphilitica Zuc. es un recurso forestal muy importante en las zonas aridas del norte del
pais, debido a su explotacion intensiva, grandes areas se han visto degradadas, y con ello una gran
disminucién en las poblaciones, por lo que es necesario plantear estrategias para su conservacion y
aprovechamiento sustentable. De ahi que una de las necesidades prioritarias para su regeneracion
es conocer su proceso reproductivo y en particular los factores biéticos y/o abiéticos que determinan
la viabilidad y germinacion de sus semillas. Por lo anterior, y con el objetivo de contribuir al
conocimiento de la biologia de las semillas de candelilla se realizé el presente estudio donde se
evalué la morfologia de la semilla, germinacién y viabilidad en relacién al estado de maduracion del
fruto, el peso de la semilla y el tiempo de almacenamiento. Para esto, se realizaron 3 ensayos de
germinacioén correspondientes a los meses de almacenamiento 1, 3 y 5; en cada uno de los meses
se determiné la viabilidad mediante la prueba de tetrazolio. Los resultados morfo- métricos de la
semilla presentaron un promedio de 2.58 + 0.35 mm de longitud, 1.79 + 3.28 mm de ancho y un
grosor de 1.58 £ 1.25mm, la predominancia de la coloracion fue café, la forma piriforme y superficie
faveolada, el peso promedio de una semilla fue de 0.0029 + 0.0010 gr. Las semillas con el mayor
peso fueron las que obtuvieron el mayor porcentaje de viabilidad entre 56-74% (frutos rojos), sin
embargo, las semillas provenientes de frutos verdes fueron las que obtuvieron la mayor viabilidad en
el mes quinto.

INTRODUCCION

La candelilla es una especie vegetal que crece en las condiciones mas desfavorables de las zonas
aridas de nuestro pais, su importancia econdmica radica que, como medida de defensa, la planta
secreta cera que cubre sus tallos y la protege del frio y la sequia extrema. Dicha cera es extraida
por los campesinos, conocidos como “candelilleros”, para su comercializacién, representando esta
actividad el soporte econémico de muchas familias del norte de México.

México es practicamente el Unico pais que produce cera de candelilla en el mundo (a excepcion de
la regién del Big Bend en Texas, cuya produccion y calidad es pobre), la cual exporta a diferentes
paises desde principios del siglo XIX, el aprovechamiento y explotacion de la candelilla en México
se centra en los estados de Coahuila, Durango y Chihuahua.

Es importante mencionar que el método tradicional de explotacidn del recurso, origina la destruccion
total de las plantas, lo que ha ocasionado que muchas poblaciones naturales de candelilla sean
eliminadas, a pesar de su gran capacidad regenerativa (Cervantes, 1992).

Aunque la candelilla se reproduce naturalmente mediante semillas, el cultivo de la candelilla por
semillas es muy dificil, debido al escaso nimero de semillas que produce la planta; la recoleccién de
las semillas es muy dificil ya que son lanzadas a gran distancia al abrirse el fruto y el tiempo que
tarda en desarrollarse. Aun asi, a largo plazo seria conveniente probar esta forma de reproduccion,
ya que permitiria una propagacion muy abundante (Esquivel, 1979).

Con la finalidad de evaluar el efecto del estado de la maduracion del fruto, el peso de la semilla y el
tiempo de almacenamiento de las mismas sobre la germinacion y viabilidad de la semilla, se realizé
el presente trabajo donde se pretende contribuir al conocimiento de la semilla de candelilla, a fin de
aportar datos acerca de su estructura y el funcionamiento en las diferentes localidades de la zona
candelillera y poder asi utilizar estas técnicas a futuro en el mejoramiento y manejo de poblaciones
de candelilla en las zonas devastadas.

TEORICO

La familia Euphorbiaceae es una familia cosmopolita, de habitats diversos, comprende alrededor de
280 géneros y mas de 8000 especies. Son arboles, arbustos, subarbustos, hierbas o plantas
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suculentas cactiformes con o sin espinas, a veces también son plantas anuales, con jugo lechosos
o sin él; de hojas alternas o raramente opuestas, simples o compuestas, a veces reducidas o faltan,
de estipulas presentes; con flores unisexuales, plantas fundamentalmente monoicas, sépalos
valvados, imbricados o en inflorescencias muy especializadas, a veces reducidas; faltan los pétalos,
a veces presentes, otras veces unidos; anteras de 2, 3, 0 4 cerdillas, rectas o recurvas en el boton,
dehiscencia longitudinal, raramente poricida; ovario rudimentario a veces presente en las flores casi
siempre trilocular, estilos libres o unidos a la base; évulos solitarios en pares, péndulos, funiculo a
veces engrosado, disco a menudo presente en las flores de ambos sexos, anular o de glandulas
separadas; el fruto es una capsula o drupa; semillas a menudo con la caruncula conspicua,
endospermo abundante, carnoso, embrién recto.

En el género Euphorbia destaca el ciato como estructura distintiva de organizacion de los érganos
florales (Cano y Marroquin, 1994).

Una semilla es un 6vulo fertilizado y maduro que tiene la capacidad de ser transportado en el medio
ambiente y en condiciones favorables dar origen a un nuevo vegetal (Camacho, 1994), son la forma
en como las plantas dan origen a nuevas plantas y junto con el polen son la Unica forma movil de las
especies vegetales (Jurado, 2004).

Las semillas y los frutos de las diferentes especies varian en aspecto, tamafio, forma, ubicacién y
estructura del embridn, con relacion a los tejidos de almacenamiento. Estos caracteres no solo son
Gtiles en la identificacién sino también en los requerimientos de germinacion.

La semilla esta compuesta de tres partes basicas que son el embrion, los tejidos de almacenamiento
y las cubiertas de la semilla. El embrion es una nueva planta que resulta de la unién de los gametos
masculino y femenino durante la fecundacion. Su estructura basica en un eje embrionario, con un
punto de crecimiento en cada extremo, uno para el tallo y otro para la raiz, y una o mas hojas
seminales (cotiledones) adheridas al eje embrionario. Las semillas no endospérmicas almacenan
alimento en los cotiledones, los cuales forman las partes dominantes de las semillas.

Las cubiertas de la semilla proporcionan proteccién mecanica al embrion. Las cubiertas de las
semillas pueden desempefiar un papel importante al influir sobre la germinacién de las mismas
(Hartmann y Kester, 1999).

La germinacion es la reanudacion de las actividades de crecimiento del embrién, suspendidas o
disminuidas al momento de alcanzar la semilla su madurez fisiolégica. (Peretti, 1994), la cual es
fundamental para determinar la distribucion y abundancia de cualquier especie vegetal y puede
ayudar a entender y predecir su dinamica poblacional (Jurado, 2000).

La germinacién es el proceso mediante el cual el embrién de la semilla adquiere el metabolismo
necesario para la reiniciacion del crecimiento y transcribir las porciones del programa genético que
lo convertiran en una planta adulta, y para que esto se realice son necesarias las siguientes
condiciones:

+Viabilidad: cualidad de una semilla de estar viva, lo cual a pesar de ser una condicién para la
germinacion, no implica que pueda realizarse.

*Quiescencia: implica que la semilla no haya germinado anteriormente, se define como el estado en
que se encuentra una semilla que no germina debido a que el medio ambiente se lo impide,
basicamente por falta de agua o por bajas temperaturas.

*Ambiente adecuado para el proceso: para que la germinacion pueda realizarse, se requiere de
suficiente humedad para que las semillas se embeban, de una composicion gaseosa similar a la de
las primeras capas de la biosfera y una temperatura entre 10 y 30° C que permita el crecimiento
vegetal.

Ausencia de dormicion: se requiere que no exista un mecanismo fisiolégico que impida que la
germinacién en condiciones adecuadas para este proceso.

El proceso germinativo implica que, morfolégicamente, el embridon de la semilla, se transforme en
una plantula.

En las pruebas de laboratorio se considera la germinacion, como la emergencia y desarrollo de las
estructuras esenciales que provienen del embridn, y que manifiestan la capacidad de la semilla para
producir una planta sana y establecerse en condiciones favorables (Camacho, 1994).

Hartmann y Kester (1999), mencionan que los factores ambientales que afectan la germinacion de
las semillas son agua, temperatura, aireacion y luz.
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Wilson y Loomis (1968) mencionan que varia mucho el tiempo que las semillas conservan su
vitalidad y su potencia germinativa ya que semillas de algunas especies solo son viables durante
algunos dias 0 meses mientras que las de otras los son durante afios. También menciona que la
longevidad de la mayoria de las semillas aumenta si se las almacena en seco a baja temperatura al
igual que Taylor (1997) ya que menciona que las variables extrinsecas que mas afectan la calidad
de la semilla almacenada son la temperatura y la humedad relativa.

EXPERIMENTO

Area de estudio

Las colectas se llevaron a cabo en localidades que corresponden al area candelillera del estado de
Coahuila y el municipio de Garcia, Nuevo Ledn. Las localidades muestreadas fueron: Las Coloradas
(Municipio de Ramos Arizpe, Coah.), Candela (Municipio de Candela, Coah.), Lomas de Icamole
(Municipio de Garcia, N. L.), Sierra de Australia (Municipio de Cuatro Ciénegas, Coah.), Las Morenas
(Municipio de Cuatro Ciénegas, Coah.).

ESTADOS UWNIDOS
DE AMERICA

ESTADO DE
CHIHUAHUA

ESTADO DE
NUEVO LEON

ESTADO DE
DURANGD

L]

ESTADO DE ZACATECAS

Cuatrocisngas
Ramos Arizp=
Cand=la

Figura 1. Mapa del estado de Coahuila, donde se muestra la localizacion de Cuatrociénegas,
Ramos Arizpe y Candela.

Muestreo previo a la colecta, se llevé a cabo un monitoreo de la floracion en los sitios de estudio
mencionados anteriormente, con el fin de determinar el momento adecuado para la colecta de los
frutos (capsulas) y evitar la expulsion y perdida de las semillas. Se colectaron frutos del mayor
numero de plantas posible para asegurar la variabilidad genética. La colecta se realizé de forma
manual. Se utilizaron dos estrategias de colecta la primera para los sitios de Las Coloradas, Candela
y Lomas de Icamole | y I, ya que en estas localidades la produccién de frutos por planta fue escaso
para evaluarlas de forma individual por lo que se opté por colectar la mayor cantidad de frutos
posibles en la localidad, pero mezclando los frutos de todas las plantas.

Por otra parte, para las localidades de Sierra de Australia y Las Morenas donde la produccion de
frutos por planta fue abundante, se procedio a colectar los frutos separandolos por planta, utilizando
para ello bolsas de papel debidamente etiquetados. Una vez colectados los frutos fueron llevados al
laboratorio de Manejo Integral de Recursos Vegetales en el Departamento de Botanica de la FCB,
UANL para su procesamiento.
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Clasificacion de semillas por peso

Para verificar la hipotesis de que el peso de la semilla afecta directamente su viabilidad y germinacion
y esperando que las semillas de peso mas alto tendrian la mayor capacidad germinativa y viabilidad,
los tres grupos de semillas resultado de la separacion por coloraciéon descrito anteriormente, para
los sitios Las Coloradas Candela, Lomas de Icamole | y Il fueron clasificadas ahora por su peso en
tres categorias: a) Semillas de bajo peso, b) Semillas de peso promedio, c) Semillas de peso alto.
Para el caso de las semillas provenientes de frutos verdes (de las localidades: Las Coloradas y
Candela) los rangos se obtuvieron al sacar la desviacion estandar de los datos obtenidos; esto se
debid por el gran numero de semillas obtenidas de estas coloraciones. Mientras que para las demas
coloraciones (Verde-rojo y rojo) de las cuales no se obtuvieron demasiadas semillas el rango de peso
se obtuvo mediante la formula X £ (0.43 x S) donde: X = media S = Desviacion estandar.

Tabla 2. Rangos de peso (en gramos) determinados para los sitios Las Coloradas, Candela, Lomas
de Icamole 1y 2.

Localidad Verde Rojo —Verde Rojo
Peso bajo <0.0010 <0.0014 *
Las Coloradas Peso medio  0.0011-0.0026 0.0015-0.0020 *
Peso alto >0.0027 >0.0021 *
Peso bajo <0.0022 <0.0032 <0.0035
Candela Peso medio  0.0023- 0.0039 0.0033-0.0042 0.0036- 0.0043
Peso alto >0.0038 >0.0043 >0.0044
Peso bajo <0.0025 <0.0027 <0.0028
Lomas Icamole 1  Peso medio  0.0026- 0.0033 0.0028-0.0035 0.0029- 0.0036
Peso alto >0.0034 >0.0036 >0.0037
Peso bajo <0.0021 <0.0024 <0.0026
Lomas Icamole 2  Peso medio  0.0022-0.0029 0.0024- 0.0029 0.0027- 0.0034
Peso alto >0.0030 >0.0030 >0.0035

* = No semillas

Una vez clasificadas las semillas, estas se almacenaron en recipientes herméticamente cerrados en
un lugar fresco y seco para su posterior caracterizacion y utilizacion en las pruebas de viabilidad y
germinacion.

Para las semillas de Sierra de Australia y Las Morenas las cuales fueron separadas por planta, se
seleccionaron las que contaban con mas de 300 semillas. Se pesaron 100 semillas al azar de cada
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planta y se obtuvieron los rangos también mediante a formula x£(0.43 x S). Las semillas de cada
peso fueron puestas en bolsas plasticas y fueron etiquetadas y almacenadas.

Ensayo de germinacion en funcion a la coloracién, peso y tiempo de almacenamiento.

El ensayo de germinacion se realizé con las semillas provenientes de Las Coloradas, Candela y
Lomas de Icamole 1 y 2 tomando en consideracioén los siguientes criterios: a) Coloracion del fruto
(Semillas provenientes de frutos verdes, verde- rojizo y cafés), b) Peso de la semilla (Semillas de
bajo peso, promedio y superior al promedio), ¢) Tiempo de almacenamiento (1, 3 y 5 meses).

Para todos los ensayos de germinacion realizados, las semillas fueron sometidas a un tratamiento
preliminar establecido particularmente para semillas de candelilla (Hernandez, 2008) y que consiste
en escarificacion mecanica con papel lija durante 3 minutos. Posteriormente se desinfestaron las
semillas con Hipoclorito de Sodio al 20% durante 5 minutos, y después se lavaron dos veces por 3
minutos con agua destilada. Finalmente se depositaron 20 semillas en cada una de las cajas petri
con papel filtro estéril. El papel filtro se humedecié con agua destilada estéril y las cajas petri fueron
llevadas a una camara germinadora BIOTRONETT MARK-III, a una temperatura de 28°C con un
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Se llevé a cabo un monitoreo de la germinacién durante 20 dias y las variables que se tomaron en
cuenta para el ensayo fueron: No. de semillas germinadas, % Germinacioén diario, % Germinacion
Total, mediante las ecuaciones:

GD = (No. de semillas germinadas en el dia)/ (No. de semillas sembradas) x 100.

Germinacioén total

PG = (No. de semillas germinadas en el periodo)/ (No. de semillas sembradas) x 100

Analisis estadistico: Para el analisis de los resultados se utilizaran las pruebas de ANOVA factorial
a fin de determinar diferencias estadisticas entre las localidades, el estado de maduracion de los
frutos y el peso de las semillas. Asi mismo se utilizé6 una prueba de comparaciéon multiple de medias
(Tukey) para comparar las medias de los diferentes niveles de las variables antes mencionadas.
Finalmente se llevé a cabo un analisis de regresién lineal para establecer la relacion entre las
variables de peso de la semilla, maduracion del fruto y tiempo de almacenamiento con respecto a la
germinacion de la semilla. Estos analisis se realizaran utilizando el programa estadistico SPSS
version 15.0.

RESULTADOS

Peso de las semillas

El promedio general para el peso de una semilla en las localidades de Las Coloradas, Candela,
Lomas de Icamole 1 y Lomas de Icamole 2 fue de 0.0029 + 0.0010 g, siendo Lomas de Icamole 2 la
localidad que present6 el peso mayor con 0.0036 + 0.00010 g mientras que Las Coloradas presento
el menor peso con tan solo 0.0018 + 0.0006 g (Figura 8). El analisis de varianza mostro diferencias
altamente significativas del peso entre las localidades (p=0.00). La prueba de comparacion multiple
de medias de Tukey mostré las diferencias colocando en grupos separados todas las localidades.
Por otro lado la comparacion del peso en relacion a la coloracion del fruto mostré que las semillas
provenientes del fruto verde presentan el menor peso 0.0027 + 0.0009 g, sin embargo las semillas
provenientes de fruto verde-rojizo y rojos mostraron el mismo peso (0.0030 g).

Tabla 8. Valores promedio en g + desviacion estandar y comparacion multiple de medias de Tukey
correspondiente al peso de las semillas separadas por coloracion.

Localidad Verde Verde- rojizo Rojizo Promedio general

Las Coloradas 0.0019 +£0.0007 0.0018 =0.0006  0.0015 +0.0004  0.0018 = 0.0006 A

Candela 0.003 +£0.0009  0.0032 +0.0008 0.0033 £0.0009 0.0032 +0.009 B

L. Icamole 1 0.0026 = 0.0008  0.0027 +0.0006  0.0031 +0.0008  0.0028 + 0.0007 C

L. Icamole 2 0.0031 +£0.0008 0.0040 + 0.0009 0.0038 +£0.0010 0.0036 + 0.0010 D
Total 0.00271 0.0009 0.0030 ; 0.0010 0.0030 ; 0.0011 0.0029 + 0.0010
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Literales en horizontal indican diferencias significativas entre las coloraciones del fruto. Literales
diferentes en vertical indican diferencias significativas entre las localidades (p<0.05).

Para las localidades Sierra de Australia y Las Marias a las cuales no se separaron en coloraciones
la media general para el peso fue de 0.0039 £0.0009 g, teniendo Las Morenas el peso mas alto con
0.0040 +0.0009 gr mientras que Sierra de Australia obtuvo 0.0038+0.0010 g (Figura 3).

Pesos por coloracion en las localidades
0.006
0.005
0.004
OVerde
g 0.003 BV erde- rojizo
0.002 T T B Rajizo
0.001 +—
0
Las Coloradas Candeb L lcanole 1 L kamcle 2
Localidades

Figura 3. Peso promedio + desviacion estandar de las semillas separadas por coloracién.
Parametros morfométricos de la semilla

Tabla 9. Valores promedio en mm * desviacion estandar y comparacion multiple de medias de
Tukey correspondientes a los parametros morfométricos de las semillas.

LONGITUD ANCHO GROSOR
(mm) (mm) (mm)

Las Coloradas 234+0.17 A 1.55+0.13 A 1.53+0.15A
Candela 2.51+020B 1.63+0.13 A 1.66 +0.10 A
L. Icamole 1 2.82+0.18 C 1.80+0.14 A 1.48+041 A
L. Icamole 2 220+041D 1.48+0.10 A 1.45+0.10 A
Sierra de Australia 241+020 E 1.69+0.13 A 1.69+0.12 B
Las Morenas 3.05+0.24 F 2.11+0.17B 1.70+0.24 B
Total 2.58 +0.35 1.79 +3.28 1.58 £1.25

Literales diferentes indican diferencias significativas entre localidades relacion a la longitud, ancho
y grosor de la semilla.

Germinacion en relacion al peso de las semillas

La media general en relacion al peso muestra que las semillas de peso bajo presentaron el menor
porcentaje de germinacién con 13.62%, seguido de peso medio con 18.74% y presentando el mayor
porcentaje las de peso alto con 19.40% (tabla 17). El analisis de varianza nos mostré una diferencia
altamente significativas (p=0.00), mientras que la prueba de comparacién de medias de Tukey nos
mostré diferencias entre las semillas de peso bajo mientras que las semillas de peso medio (A) y alto
son similares (B).
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Tabla 17. Valores promedio + desviacion estandar del porcentaje de germinacién en relacién al
peso de las semillas en las localidades y resultado de la prueba de comparacion multiple de
medias de Tukey.

Peso Media general
Peso bajo 13.62 +16.07A
Peso medio 18.74 £21.80 B
Peso alto 19.40 £19.96 B

Literales diferentes entre los pesos indica que existen diferencias estadisticamente significativas
entre los mismos.

La figura 4 muestra el porcentaje de germinacién acumulado diario por peso para las localidades de
Las Coloradas, Candela, Lomas de Icamole 1 y Lomas de Icamole 2, se observa como el peso alto
es el que presenta el mayor porcentaje de germinacion seguido del peso promedio con valores muy
cercanos.

Porcentaje de germinacion diario acumulado por peso

. W

15 —&— Peso bajo
W —8— Peso medio

10 / —4— Peso alto

5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias

Porcentaje de germinacion

Figura 4. Porcentaje de germinacién acumulado diario por peso.

Sierra de Australia fue la localidad que presento el mayor porcentaje de germinacion con 42.66%,
mientras que Las Morenas un 30.25%. Se puede observar como el porcentaje de germinacion
aumenta a mayores pesos en las dos localidades. El Andlisis de Varianza nos muestra diferencias
altamente significativas (p=0.00) entre los pesos en las dos localidades, mientras que la comparacion
multiple de medias de Tukey muestra diferencias entre las semillas de bajo peso, pero similitudes
entre las de peso medio y alto en ambas localidades asi como en el total.

Tabla 18. Valores promedio + desviacion estandar correspondientes al porcentaje de germinacién
por pesos de Sierra de Australia y Las Morenas.

Localidad Peso bajo Peso medio Peso alto Total
+ + +
Sierra de Australia 34.19+33.19 46.09+£3523 47.70 +31.93 42.66 + 33.89
A B B
Las Morenas 17.99§20.53 34.37 Iﬂ; 28.09 38.39+25.66 3025 + 26.39
Total 26.09 z 28.69 40.23 ; 3231 43.05 ; 29.25 36.46 + 30.97

Literales diferentes entre los pesos indica que existen diferencias estadisticamente significativas
entre los mismos.
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CONCLUSIONES

1. El peso de la semilla esta directamente relacionado con su viabilidad y capacidad germinativa, ya
que semillas de peso medio y alto presentaron el mayor porcentaje de viabilidad y germinacion.

2. La coloracion del fruto de la semilla es un indicador de la madurez de la semilla sin embargo no
se obtuvieron datos concluyentes acerca de la coloracién del fruto en la que se presenta la mayor
viabilidad y germinacion de la semilla, aunque se observd una tendencia en la que semillas
provenientes de frutos rojizos serian las que presentaran mayores porcentajes de germinacion y
viabilidad.

3. El tiempo de almacenamiento de las semillas afecta su viabilidad y germinacion, ya que el mayor
porcentaje de viabilidad y germinacién se obtuvo en semillas almacenadas durante un tiempo mayor
alos 5 meses.

4. El porcentaje de viabilidad y germinacion varia entre las diferentes localidades (ecotipos), siendo
las localidades de Lomas de Icamole 2, Sierra de Australia y Las Morenas las que presentaron los
mayores valores.

5. Existe variabilidad genética en las poblaciones ya que el peso, la viabilidad y germinacién de las
semillas varia entre plantas de la misma localidad.
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RESUMEN

Se evaluo la habilidad de Rhizopus stolonifer como agente productor de metabolitos volatiles a partir
de diferentes sustratos. Se utilizé6 malta como medio nutritivo convencional y jugos de jitomate, fresa
y JCV8 como medios no convencionales. 4mL de jugo y 80 uL de una soluciéon de esporas (105
esporas mL™") de R. stolonifer aislado de jitomate y fresa se colocaron en viales de vidrio de 20 mL
y se incubaron a 28+2°C por 25 dias. Los metabolitos volatiles y el % de CO: se cuantificaron por
GC /MS y la biomasa por gravimetria. Se utiliz6 un ANOVA y una prueba de Tukey (p<0.05) para el
analisis de datos. Los resultados indicaron que R. stolonifer aislado de fresa e incubado en jugo de
fresa, produjo el mayor numero (25-44 metabolitos) y concentracion de metabolitos volatiles
(3.6x10%-4.8x10'° unidades de area bajo la curva). Dentro de los metabolitos destaco la presencia
de grupos alcohol y éster. Por otra parte, R. stolonifer aislado de fresa incrementé su contenido de
CO:2 a través del tiempo en JCV8, mientras que, en los medios de cultivo malta y jugo de fresa el
CO2 disminuyd. No hubo cambios significativos (6.7-10%) con el aislamiento de jitomate e incubado
en JCV8 y malta. En relacion a la biomasa el hongo mostré un incremento a través
del tiempo de incubacion independientemente del medio de cultivo y de la cepa evaluada, por lo que,
para la obtencion de alcoholes y ésteres con aplicaciones industriales, se recomienda utilizar el
aislamiento de fresa y como medio nutritivo el jugo de fresa.

INTRODUCCION

Rhizopus stolonifer es un hongo fitopatdgeno que crece en diferentes frutas y hortalizas, tales como
el jitomate y la fresa, los cuales contienen fundamentalmente carbohidratos y en menor proporcion
proteinas; nutrientes que son necesarios para el crecimiento del hongo. Con la finalidad de
aprovechar la habilidad del género Rhizopus para degradar sustratos organicos, se han desarrollado
estudios in vitro utilizando diferentes medios de cultivo, los cuales sustituyen parcialmente las
propiedades nutricionales del hospedero o sustrato natural del hongo. El tipo de producto a obtener
dependera de la composicién del sustrato. En este sentido, Chan et al. [1] reportaron que al utilizar
una mezcla de harina de arroz y esporas de R. oligosporus, se produjo una mayor cantidad de
alcoholes y ésteres, comparado con los metabolitos emitidos por el hongo en medio papa dextrosa
agar.

Por otra parte, Rhizopus spp. es un microorganismo con un metabolismo muy acelerado en
comparacion con otros hongos fitopatégenos, ya que durante su crecimiento in vitro, después de tres
dias cubren practicamente toda la superficie de la caja Petri a 25°C y presenta un aspecto
consistente, con denso micelio aéreo [2]. Ademas emite metabolitos volatiles que pueden ser
aprovechados en diferentes sectores industriales, como alternativa a los compuestos que
tradicionalmente se obtienen quimicamente. En este sentido, Xin Mei Feng et al. [3] reportaron la
presencia de etanol, acetona, acetato de etilo, 2-butanona, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol y 2-
metil-1-butanol, como metabolitos volatiles producidos por Rhizopus oligosporus, cultivado en
extracto de agar de malta (MEA), cebada y soya. Bramorski et al. [4] cultivaron Rhizopus oryzae en
un medio que contenia bagazo de mandioca y harina de soya, y reportaron que el etanol fue el
compuesto mas abundante (méas del 80%) y en menor proporcion se cuantifico el acetaldehido, 1-
propanol, acetato de etilo, propionato de etilo y 3-metil butanol.

158


mailto:riventuraag@conacyt.mx

DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Ademas de los metabolitos aromaticos, el género Rhizopus se utiliza para la produccién de otros
productos, tales como, bebidas fermentadas, enzimas como las amilasas, pectinasas, celulasas,
proteasas y fitasas y metabolitos como el acido lactico y el acido fumarico [5]. Destaca la obtencién
del acido lactico en diferentes investigaciones, por ejemplo, Zhan et al. [6] reportaron que Rhizopus
spp. es un agente productor de acido lactico, el cual es un acido organico, que es valioso debido a
su amplio uso en la formulacién de alimentos. Kitpreechavanich et al. [7] identificaron y caracterizaron
una cepa de Rhizopus spp. termo tolerante y productora de acido lactico a partir de almidon. Haung
et al. [8] produjeron acido lactico a partir de aguas residuales que contenian fécula de patata
utilizando R. oryzae y R. arrhizus. No obstante, también se ha reportado el uso de Rhizopus spp.
con el objetivo de aumentar el contenido de polifenoles en fruto de algarrobillo mediante la técnica
de fermentacién en estado sélido, como indicé lo Mazo et al. [9]. No obstante, no se ha estudiado el
uso del hongo R. stolonifer que es el principal agente causal de la enfermedad conocida como
pudricién blanda, la cual causa pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas que oscilan entre un 50-
100 % de la produccion nacional. Esto ocurre porque este microrganismo crece en una amplia
diversidad de sustratos y en consecuencia su metabolismo podria modificarse en funcion de su
hospedero. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el crecimiento y metabolitos volatiles que
produce Rhizopus stolonifer aislado de fresa y jitomate, en sustratos comerciales y en jugos de
frutas (no comerciales) con diferente composicion de carbono y nitrégeno para su uso en la obtencion
de compuestos con aplicaciones industriales que se obtiene por métodos tradicionales
fundamentalmente.

PARTE EXPERIMENTAL

Rhizopus stolonifer se aisl6 de jitomate y fresa que se adquirieron en expendios comerciales del
municipio de Yautepec, Morelos. Las cepa se mantuvo en medio papa dextrosa agar (PDA) durante
30 dias a 28 + 2 °C y a partir de esta se prepard una solucion de esporas a una concentracion 105,
que se empled durante el ensayo. Asimismo se prepard caldo de malta como medio de cultivo
convencional (15 g-L-1, Bioxon) y jugos de jitomate, fresa y JCV8 como medios no convencionales.
4mL de jugo y 80 uL de una solucion de esporas (10°) de R. stolonifer aislado de jitomate y fresa se
colocaron en viales de vidrio de 20 mL y se incubaron a 28+2°C por 25 dias. Las variables evaluadas
fueron los metabolitos volatiles, el contenido de CO: y la biomasa.

La cuantificacién de los metabolitos volatiles se realizé mediante una técnica de espacio de cabeza
utilizando un cromatdgrafo de gases de la marca SCION 456-GC (Bruker Daltonics, Billerica, EE.UU.)
acoplado a un detector de masas EVOQ triple cuadruple (TQ) y un PAL-COMBI xt (Bruker Daltonics,
Inc.). Este sistema fue operado por el software MS Workstation version 8.2 (Bruker Daltonics, Inc.).
El detector de MS fue operado en el modo de exploracién que oscilaba entre 50 y 500 masa/carga.
El horno de GC fue equipado con una columna capilar BR-1ms de espesor de pelicula de 0.25 mm,
(Bruker Daltonics, Inc.) de 30 m de longitud y 0.25 mm de diametro interno. El inyector se utilizd en
modo split y se mantuvo a 250°C y el detector a 230°C. El horno se mantuvo a 40°C durante 20 min,
luego se calenté a 8°C-min-' hasta alcanzar los 250 °C y se mantuvo durante 10 min a esta
temperatura. La muestra se incubé a 60 °C durante 20 min y posteriormente se recuperé 1 mL del
gas contenido en el espacio de cabeza del vial. La identificacién de los compuestos se realiz6 a
partir de la comparacion de los espectros de masas contenidos en la biblioteca NIST.

La produccion de CO:z se cuantificd por cromatografia de gases, a partir de 1 mL de gas contenido
en el espacio de cabeza del vial [10], empleando un cromatografo de gases Agilent series 7800B,
equipado con una columna HP PLOT Q y una CP-Molsieve 5A (Grace Vydac Co., Columbia, MD,
USA). Se utilizé Helio como gas de arrastre a un flujo de 10 mL-min-'. La temperatura del horno se
mantuvd a 40 °C y la del inyector a 210 °C. Los detectores de ionizacion de flama (FID) y de
conductividad termina (TCD) se mantuvieron a 200 y 250°C, respectivamente. El tiempo de retencion
del CO:2 fue de 2.6 minutos.
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La cuantificaciéon de biomasa se llevo a cabo por gravimetria filtrando la mezcla (hongo + medio de
cultivo) contenida en el vial [11]. Se utilizé un ANOVA y una prueba de Tukey (p<0.05) para el analisis
de datos.

RESULTADOS

Metabolitos volatiles

No se observd una tendencia clara en el numero de compuestos volatiles producidos durante el
crecimiento del hongo, independientemente del sustrato empleado. A pesar de esto, R. stolonifer
aislado de fresa fue el que produjo el mayor nimero de compuestos volatiles comparado con R.
stolonifer aislado de jitomate, particularmente al utilizar como sustrato malta (medio convencional) y
JCV8 (medio no convencional).

Por otra parte, se cuantificd el mayor contenido de metabolitos volatiles al utilizar como sustrato el
jugo de jitomate y de fresa (3.078x10-0 unidades de area) con respecto a los medios de cultivo
restantes (6.48x108 unidades de area). Bramorski et al [4] y Xin Mei Feng et al.[3] indicaron que la
produccion de metabolitos volatiles depende del sustrato y de la cepa del hongo . Asimismo a través
de los resultados podemos concluir que la produccién de metabolitos volatiles fue mayor al utilizar
medios de cultivo no convencionales, como los jugos de fresa y jitomate, los cuales son los
hospederos naturales en donde R. stolonifer crece con una mayor severidad y frecuencia.

Cuadro 1. Numero de metabolitos volatiles emitidos por R. stolonifer aislado de fresa y jitomate y
crecido por 25 dias en medios liquidos convencionales y no-convencionales.

Dias de crecimiento

5 25
Medios de cultivo RJ RF RJ RF
Jcve 34 36 42 20
F a1 25
1 46 27
Malta 37 30 23 28

JCV8 (jugo comercial V8), JF (jugo de fresa), JJ (jugo de jitomate), RF (R. stolonifer aislado de fresa),
RJ (R. stolonifer aislado de jitomate)

Los principales metabolitos volatiles producidos por R. stolonifer aislado de fresa o jitomate se
presentan en el Cuadro 2. Destaca la presencia de 2-metil-1-butanol, el cual puede ser utilizado
como como biocombustible, también esta presente el pentanol que se utiliza en la fabricacién de
lacas, pinturas, barnices, decapantes, caucho, plasticos, explosivos, liquidos hidraulicos,
pegamentos para calzado, perfumes, productos quimicos y farmacéuticos, y en la extracciéon de
grasas [12]. Finalmente se encontrd la presencia de 2,4-Di-tert-butilfenol, utilizado ampliamente en
las industrias de plasticos y en la fabricacion de productos farmacéuticos y fragancias [13].
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Cuadro 2. Principales compuestos volatiles emitidos por R. stolonifer procedente de fresa y jitomate
durante 25 dias, incubados a 28+2°.

Dia 5 Dia 25 Dia 5 Dia 25
RF |RJ RF | RJ RF | RJ RF | RJ
Acido 10-
1-Butanol, 2- bromodecanoico,
metil- * ° éster etilico ++
2,4-Di-tert- g 24-Ditert-
butilfenol ++ * £ butilfenol ++ ++
o
©
@ Bicyclo[3.1.0]hex- S
© 2-ene, 2-metil-5- =2 Acido benzoico,
= (1-metiletil)- * éster metilico ++
Oxirano, 2-(1,1-
dimetiletil)-3-
metil- ++ ++ Camfeno ++ ++
Acido benzoico,
éster metilico * ++ .alfa.-Terpineol *
1-Butanal, 2-
Camfeno ++ * ++ metil- *
Acido benzoico,
.alfa.-Terpineol ++ * ++ éster metilico *
(E)-1-Metil-4-(6-
metilhept-5-en-2- '
ylidene)ciclohex- © Acido acético, 2-
1-ene ++ * ++ o feniletil éster *
L
3 Acido
o 2.4-Di-tert- o dodecanoico,
> butilfenol ++ ++ D  gster etilico * *
& 3
] Acido
Acido benzoico, Decanoico, éster
éster metilico ++ * etilico * *
1-Butanol, 2- Etil (Z) -
metil- cinnamato * *
Acido
1-Decanol, 2- pentanoico, 3-
hexil- * metil-4-oxo- * *
Acido acético,
Camfeno ++ * ++ hexil éster * *
Camfeno * *

RF: Rhizopus aislado de fresa; RJ: Rhizopus aislado de jitomate
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Efecto de la composicion del sustrato en el contenido de CO; emitido por R. stolonifer

Respecto a la produccién de CO:2 del hongo R. stolonifer en medio de cultivo convencional (malta) y
no convencionales como JCV8, jugo de fresa y jugo de jitomate, se observo que R. stolonifer aislado
de fresa modificé su contenido por efecto del medio de crecimiento (p<0.05); mostrando un
incremento a través del tiempo en la produccién de CO: al crecer en el JCV8. Por el contrario en los
medios de cultivo malta y jugo de fresa la produccion de CO2 disminuy6 a través del tiempo (Cuadro
3). Mientras que R. stolonifer aislado de jitomate y crecido en JCV8 y malta presenté un contenido
de CO:2 sin cambios significativos (p<0.05), con excepcion de las determinaciones en el jugo de
jitomate, donde su produccion de CO2 disminuy6 a través del tiempo. Esta disminucion en la tasa
respiratoria (produccion de COz) podria asociarse con una pérdida en su actividad metabdlica.

Los resultados coinciden con los reportados por Peralta [14] quien utilizé diferentes sustratos para
crecer microorganismo como S. cerevisiae y encontré que cuando predomina la glucosa, sacarosa,
fructosa, azicar mascabado y Splenda, la produccion de CO: alcanzé mayores concentraciones
(100,000 ppm). Sin embargo otros sustratos como maltosa y lactosa alcanzaron las menores
concentraciones (23700 y 1400 ppm, respectivamente).

Cuadro 3. Contenido de COz2 de R. stolonifer incubado en diferentes medios de cultivo (malta,
JCV8, jugo de fresa), los dias 5 y 25 a una temperatura de 28 +2°C.

Medio de cultivo Dia 5 Dia 25

Malta RF 7.24 £2.96 6.88 £ 0.33
Malta RJ 7.50 +£0.66 10.45 +0.39
JCV8 RF 463 +1.11 10.80 +2.82
JCV8RJ 7.27 £1.15 9.08 +0.62
Jugo fresa RF 0 £0.32 2.66 +0.26
Jugo jitomate RJ 11.17 £2.76 1.27 £0.94

RF = Rhizopus stolonifer aislado de fresa, RJ= Rhizopus stolonifer aislado de jitomate

Efecto de la composicién del sustrato en el contenido de CO; emitido por R. stolonifer

Con relacion al contenido de biomasa este se modificd (p < 0.05) por efecto del medio de cultivoy a
través del tiempo, pero no por efecto del sustrato del que se aisl6 (jitomate / fresa). En este sentido,
el JCV8 fue el sustrato que favorecio la produccién de biomasa siendo de 4 a 5 veces mayor en
comparacion con el medio de cultivo malta y jugo de jitomate, y de 2 a 3 veces mayor con respecto
al jugo de fresa. Finalmente la biomasa incremento6 a través del tiempo, independientemente del
medio de cultivo y de la cepa de R. stolonifer utilizada.

Los resultados obtenidos pueden ser explicados por los reportes de Taherzadeh et al. [15] quienes
indicaron que la composicion del medio tiene un efecto notable sobre la biomasa producida por R.
oryzae, reportando un contenido de 0.2 g-g-' de sustrato después de 14 dias a 30 °C, crecido en un
medio sintético el cual contenia 7.5 g L-/(NH4)2 SO4, 3-5 g L' KH2P4, 0.74 g L' MgS047H20, 1g L'
de CaCl22H20, 10 mL L' de la solucion de trazas de metal y 0.7 mL de una solucién de vitaminas
con 50 g L' de glucosa como fuente de carbono y energia; esto comportamiento fue observado
debido a que el género Rhizopus asimila las hexosas rapidamente.
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Figura 2. Contenido de Biomasa de R. stolonifer aislado de frutos de jitomate y fresa e incubado en
diferentes medios de cultivo: Caldo extracto de malta (malta), jugo comercial V8 (JCV8),Jugo de

fresa (JF), Jugo de jitomate (JJ), los dias 5 y 25 a una temperatura de 28 +2°C.

CONCLUSIONES

El hongo Rhizopus stolonifer produce diferentes metabolitos volatiles de interés industrial, sin
embargo el medio de cultivo tiene una gran influencia. El mayor contenido y nimero de metabolitos
se produjo al crecer R. stolonifer aislado de fresa en jugo de fresas obteniéndose 2-metil-1-butanol,
y pentanol como metabolitos con aplicaciones en el area quimica y alimentaria.
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ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE PARED DE CONIDIAS DE TRICHODERMA SPP POR
ELECTROFORESIS CAPILAR
Lilia Yunuen Salazar Alcantar y Virginia Angelica Robinson Fuentes

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

RESUMEN

Trichoderma spp es un hongo microscépico de amplia distribucion y es muy estudiado ya que tiene
una gran capacidad metabdlica. Es utilizado para la produccién de enzimas industriales como
pigmentos y quinonas, asi como para la produccion de mas de 100 metabolitos con actividad
antibidtica; también es ampliamente utilizado como control biolégico. Algunas especies han resultado
ser patégenos oportunistas en pacientes inmunocomprometidos, provocando que estén expuestos
a sufrir algun tipo de micosis. Por todo lo anterior, es necesario que la identificacion de los
microorganismos sea mas rapida, sensible y mas selectiva. En afos recientes se ha propuesto a la
electroforesis capilar (EC) como una técnica alternativa para este fin ya que nos permite conocer las
propiedades de adherencia y repulsién que presentan las conidias a superficies y otras células. En
este trabajo se utiliza la EC para estudiar algunas propiedades de superficie de conidias
de Trichoderma spp. Se utilizd una mezcla de dos géneros fungicos: Agaricus bisporus y
Trichoderma atroviride. El BGE (buffer de corrimiento) usado fue HEPES 20mM a pH 7 y como
aditivos CTAB y [1-CDs. El capilar es de 100 LUm d.i.,, T=25°C y 17 KV, en polaridad normal. Equipo:
Beckman Coulter P/ACE MDQ system. Los electroferogramas obtenidos al usar HEPES 20mM, pH
7, mostraron multiples sefiales en los corrimientos individuales de cada género flingico. La
incorporacion del[1[]CDs, ocasiono la mejora de las sefales electroforéticas de ambos géneros.
Con CTAB como aditivo en el BGE, se lograron agrupar las conidias y tener sefiales mas definidas.
El uso de aditivos en el BGE mejora las sefales electroforéticas obtenidas para cada uno de los
géneros fungicos analizados lo que indica la interaccion que tienen los grupos funcionales de la
pared celular con los aditivos.

INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariéticos, aerobios y heterétrofos, pueden ir desde organismos
unicelulares hasta pluricelulares macroscépicos. Su alimentacion es por medio de una digestion
externa y posterior ingesta de nutrientes. Podemos encontrarlos ampliamente en el medio ambiente,
contaminando el aire, suelo y alimentos [Lopez et al, 2006; Fischer y Kues, 2006; Egbuta et al, 2017].
Desarrollan un papel fundamental en términos ecolégicos, ya que son los principales
descomponedores y transformadores de la materia organica. De acuerdo con el papel que
desempefian en la naturaleza se pueden clasificar en saprobios, mutualistas y micoparasitos
[Manson, 2008; De Bary, 2008; Badii et al, 2013; Osorio-Hernandez, 2009].

Trichoderma es un hongo filamentoso que forma parte de la micobiota del suelo de diferentes
ecosistemas en una amplia gama de zonas climaticas, se caracterizan por ser hongos saprofitos
donde actuan como descomponedores de materiales lignocelulésicos de madera, ramas y hojas
caidas [Klein y col, 1998; Infante et al, 2009]. Es utilizado para la produccién de enzimas industriales
como pigmentos y quinonas asi como para la producciéon de mas de 100 metabolitos con actividad
antibiética y es ampliamente utilizado como control biolégico [Ortufio y col, 2013; Klein y col, 2002].
Las enzimas producidas por Trichoderma son utilizadas por la industria alimentaria para la
degradacion de polisacaridos complejos, en la produccién y transformacion de alimentos, como es
el caso de [J-glucanasas utilizadas para mejorar los procesos de elaboracién de la cerveza. Las
pectinasas, celulasas, hemicelulasas se emplean para la maceraciéon de enzimas en la produccion
de jugos de fruta; las xilanasas son utilizadas como aditivo para piensos en la cria de ganado y para
alimento de mascotas [Blumenthal, 2004; Schuster, 2010].

El género Trichoderma se emplea como control biologico en el estudio de hongos fitopatégenos ya
que poseen propiedades micoparasiticas y antibiéticas, produciendo metabolitos antifingicos como
gliotoxina, gliovirina, viridina, asi como metabolitos volatiles o solubles que afectan de manera
negativa el desarrollo de los patégenos, entre ellos Rhizoctonia solani y Botrytis cinérea que son
plagas de cientos de cultivos vegetales como los tomates, pepinos, fresas, algoddn y uvas,
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continuando con una fagocitosis del contenido celular [Argumedo-Delira, 2009; Stefanova y col,
1999; Osorio-Hernandez, 2009].

Algunas especies de Trichoderma como T. estonicum son empleados para la produccion de
bioetanol realizando hidrdlisis de residuos lignoceluldsicos, para obtener de manera accesible los
azucares contenidos en sus fibras y lograr la obtenciéon de alcohol de segunda generacién por
sacarificacion [Saravanakumar et al, 2014].

A pesar de tener funciones con grandes beneficios y altamente productivas para los seres humanos,
también ha sido reportado como agente patégeno oportunista en humanos inmunocomprometidos,
causando desde problemas respiratorias hasta un absceso cerebral en paciente leucémico, como es
el caso de T. longibrachiatum [Seguin, 1995; Ranque y col, 2008].

En la actualidad, los hongos filamentosos potencialmente patégenos para el hombre han sufrido un
aumento excesivo, convirtiéndose en una causa importante de infecciones nosocomiales con una
elevada tasa de mortalidad, principalmente en pacientes inmunocomprometidos, como son aquellos
que han recibido un trasplante de érganos o que padecen alguna enfermedad, incluso SIDA, estando
expuestos a sufrir algun tipo de micosis. De igual manera el uso indiscriminado que se les da a los
antimicoticos les confiere a las cepas una mayor resistencia a este tipo de medicamentos [James y
col, 2006; Horka y col, 2009; Hoyos-Carbaijal, 2011].

Debido a este problema se vuelve necesario que la identificacion de estos microorganismos sea mas
rapida, mas sensible y mas selectiva [James y col, 2006; Horka y col, 2009].

Existen diferentes técnicas utilizadas para la identificacién de hongos microscopicos, siendo la mas
utilizada el cultivo y la observacion, pero en afos recientes se ha propuesto a la Electroforesis Capilar
como una técnica alternativa para lograr esta identificacion, gracias a la gran cantidad de informacién
que brinda de estos microorganismos, permitiendo conocer las propiedades de pared celular [Bao y
col, 2008].

La electroforesis capilar es una técnica analitica que tiene como funcién provocar el movimiento o
desplazamiento de moléculas cargadas (iones) y sustancias neutras, utilizando un campo eléctrico
aplicado que provoca su movimiento en el interior de un capilar. Es una técnica poco utilizada en el
estudio de hongos filamentosos; sin embargo, permite conocer las propiedades de adherencia y
repulsion que presentan las conidias a superficies y otras células, entre otras propiedades
importantes [Horka y col, 2009; Horka y col, 2012].

Son pocos los estudios que se han realizado para lograr la identificacion de células fungicas
utilizando la EC tal es el caso de Horka y col., que en el afio 2009 logaron separar una mezcla de
conidias de cinco géneros fungicos, utilizando la ECZ, obteniendo sefales electroforéticas con una
buena resolucion en la separacion al realizar la modificaciéon de conidias utilizando PB-PEG. Para el
afo 2011, el mismo equipo de Horka y col., lograron separar una mezcla de cuatro especies del
genero Monilinia.

En el Laboratorio de Desarrollo Analitico se ha utilizado la EC como una técnica para lograr la
identificacién de células fungicas. Como es el caso de Cazares en el 2009, utilizando la ECZ logro
caracterizar conidias de Trichoderma atroviride y Agaricus bisporus, obteniendo sefales
electroforéticas con una excelente resolucion. Salazar en el 2014, evalu6 el efecto de surfactantes
idnicos y no iénicos en la movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp, utilizando como
técnicas la EC y microelectroforesis, pudiendo observar que aditivos como CTAB y Triton X100
ejercen un efecto en la movilidad y agrupacion de las conidias, obteniendo buenas sefales
electroforéticas. En el 2016, Gallegos evalué el uso de buffers zwiteriénicos en cuatro cepas
silvestres y una de referencia del género Trichoderma, logrando caracterizarlas en corrimientos
individuales, al utilizar las mismas condiciones en un analisis en mezcla de las cuatro especies, se
pudo observar que existe la posibilidad de lograr la separacion de las sefales electroforéticas
correspondientes a cada especie. Por lo que en este estudio se busca optimizar las condiciones
electroforéticas empleando diferentes buffers y aditivos, para lograr una separacion e identificacion
de senales electroforéticas correspondientes a cada especie, analizando una mezcla de conidias de
diferentes géneros fungicos.

PARTE EXPERIMENTAL
Preparacion de la muestra
Se utilizé mezcla de dos géneros fungicos: Agaricus bisporus y Trichoderma atroviride.
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Para obtener las células fungicas se utilizaron los siguientes protocolos para cada género fungico:
Trichoderma atroviride: Se sembré en medio minimo Vogel y se incubd a 25°C por 70h. Después
de 72 h se realiza un dafio mecanico para inducir la conidiacion. Transcurridas 120h., las conidias
se recuperan utilizando 2.5mL de agua destilada estéril. La suspension obtenida se lleva a vortex
por 5min, se procede a realizar tres lavados utilizando la centrifuga a 13300g por 10min. Se recupera
el sedimento y se resuspende en H20 destilada estéril.

Agaricus bisporus: Se procedié a remover todas las laminillas del hongo y fueron colocadas en
tubos para centrifuga de 10 mL, a los que se le adicion6 H20 destilada suficiente para llenarlos y
realizar lavados. Fueron llevados a vortex por 3 min para que se desprendieran las esporas de las
laminillas. Posteriormente se llevaron a centrifugacién a 4500rpm por 10 min, después de la
centrifugacion las esporas quedan sedimentadas en el tubo y las laminillas quedan suspendidas en
el sobrenadante por lo que se eliminan los sobrenadantes de todos los tubos. Los sedimentos fueron
resuspendidos en H20 destilada y se realizaron varios lavados hasta obtener el H20 clara.
Posteriormente se filtrd la solucion utilizando una gasa para eliminar los restos de laminilla y obtener
la suspension de esporas en H20 estéril.

Para realizar la mezcla de los dos géneros fungicos, Trichoderma atroviride y Agaricus bisporus, se
tomaron 2000]L de cada una de las suspensiones y se llevaron a Vortex por 5 min. A la mezcla
resultante se le adiciona buffer de corrimiento para tener una dilucién final en proporcion 2:3.
Buffer y aditivos: Los aditivos utilizados fueron modificadores de FEO (CTAB), surfactantes (CTAB)
y selectores quirales ([ /-ciclodextrinas), con una concentracion cercana a su CMC.

Condiciones electroforéticas: El BGE (buffer de corrimiento) usado fue HEPES 20mM a pH 7. El
capilar es de 100 ['m d.i., T=25°C y 17 KV, en polaridad normal. Equipo: Beckman Coulter P/ACE
MDQ system.

RESULTADOS

Los corrimientos electroforéticos realizados para el analisis de la mezcla de conidias de Trichoderma
atroviride y Agaricus bisporus, utilizando como BGE HEPES 20mM a pH 7, mostraron multiples
sefiales sin tener una buena resolucion entre ellas (Fig. 1).
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Figura 1. Corrimientos individual
Al utilizar como aditivo las [I-Ciclodextrinas en la misma mezcla mencionada anteriormente, se

obtuvo una mejoria en las sefales electroforéticas; sin embargo, aun no se logra separar las sefiales
electroforéticas correspondientes a cada una de las especies fungicas (Fig. 2).
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Figura 2. Corrimientos electroforéticos individuales y en mezcla de A. bisporus y
T. atroviride, buffer HEPES 20mM con adicién de [1-CDs.

Las [I-ciclodextrinas pertenecen al grupo de modificadores quirales nunca han sido utilizados en el
analisis de células fungicas, unicamente en la separacion enantiomerica de moléculas quimicas,
como agentes solubilizantes para aceites volatiles hidrofébicos, entre otros (Velasquez, 2010; Alzate,
2012). Interactuan con moléculas y/o grupos funcionales interactuando por su cavidad por medio de
puentes de H; dentro del capilar estas podrian interactuar con el [1-1,3-glucano (Fig. 3) al ser un
compuesto organico y componente principal de la pared celular fungica [Castagnino, 2002; Ponton,
2008]. Otro componente de la pared celular son las hidrofobinas proteinas de superficies ricas en
cisteina y propias de los hongos filamentosos, que se caracterizan por brindar el caracter hidrofébico
a la pared celular fungica. Dicho efecto podria favorecer la interaccién con la [1-CDs ya que estas
también tienen un caracter hidrofdbico en su cavidad y al interactuar con un huésped hidrofébico
desplazan las moléculas de agua que contienen favoreciendo su interaccion con la pared y se vuelve
un complejo mucho mas estable [Sandoval, 2011; Martinez, 2007].

Selectores [oed o1, 3007 schreicr, 300000t w1 3003, Marr, 2000, e y s, 20571

Quirales

CACE AN
p-1,3 Glucano “ 8
-

=

Glicoproteinas

Figura 3. Componentes de la pared celular fungica interactuando con [1-CDs.
Al utilizar como aditivo el CTAB adicionado al BGE, en el analisis de la mezcla de Agaricus bisporus

y Trichoderma atroviride, se obtuvieron sefales electroforéticas estrechas (Fig. 4). Aun falta mejorar
la separacién de ambos géneros fungicos.
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Figura 4. Corrimientos electroforéticos de mezcla A. bisporusy T. atroviride,
buffer HEPES con adicion de CTAB 25mM.

Al utilizar como aditivo el CTAB adicionado al BGE, en el analisis de la mezcla de Agaricus bisporus
y Trichoderma atroviride, se obtuvieron sefiales electroforéticas estrechas pero no se logré identificar
ni separar las que correspondieran a cada especie (Fig. 5). Esto puede atribuirse al efecto que causa
el utilizar este surfactante, ya que las conidias en presencia de CTAB tienden a agruparse, como fue
reportado por Salazar (2015), de acuerdo a las sefiales que se obtuvieron, indica que la agrupacion
se presenta sin importar que pertenezcan a dos especies diferentes.
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Figura 5. Posible interaccién de Agaricus bisporus'y Trichoderma atroviride en presencia del
surfactante cationico CTAB en el interior del capilar.

CONCLUSION

El uso de aditivos en el BGE mejora las sefales electroforéticas obtenidas para cada uno de los
géneros fungicos analizados lo que indica la interaccion que tienen los grupos funcionales de la
pared celular con los aditivos.
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CONTROL DE CENICILLA POLVORIENTA EN FRIJOL BAJO CONDICIONES DE
INVERNADERO MEDIANTE LA APLICACION DE TE DE COMPOSTA
Fernandez Rivera Elizabeth, Rodriguez Gonzalez Norma Cristina, Oyoque Salcedo Guadalupe y
Zamudio Oregel Ernesto

Instituto Politécnico Nacional

RESUMEN

El frijol es uno de los cultivos méas importantes en nuestro pais ubicandose en segundo lugar por
superficie destinada, la mayor importancia radica en el papel que juega para la economia campesina
y como fuente vital de proteinas para la dieta de los mexicanos. Sin embargo, a pesar de ser un
producto tan necesario, la produccién del frijol en México es sensible a las condiciones climaticas
que se presentan durante el afio agricola, asi como las inercias que se han acumulado por largos
afos. En Michoacén el cultivo de frijol, en 2017 se vio disminuida en un 10% respecto al periodo
2015 esto debido a la incidencia de enfermedades en el cultivo siendo cenicilla polvorienta (Erysihe
polygoni) una de las principales. El uso indiscriminado de productos quimicos para el control de
enfermedades, ha provocado una disminucion en la fertilidad de los suelos ocasionando problemas
severos en el desarrollo y produccion de la mayoria de los cultivos, dejandolos mas susceptibles a
enfermedades, reduciendo asi la calidad de los productos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la aplicacion de diferentes dosis (2.5, 5y 7mL) de TE de composta, en sustrato y a manera foliar,
para el control de cenicilla inoculada en plantas de frijol. Se evalué mediante una escala de severidad
(nivel 1= sana, nivel 3= planta completa con sintomas), y evaluando la incidencia, dando como
resultado que los tratamientos con aplicacién foliar de Té de composta se presenté una disminucion
en incidencia y severidad de la misma el tratamiento optimo fue el de 7 mL aplicados a nivel foliar
con una incidencia de 3.05% en contraste con los testigos de un 26.19%. Lo que permite concluir
que el Té de composta es una buena opcion para el control de enfermedades.

INTRODUCCION

México, ocupa el cuarto lugar como productor de frijol a nivel mundial, después de la India, Brasil y
China. Sin embargo, nuestro pais necesita grandes cantidades de frijol anualmente y para ello se
requiere aumentar la productividad y produccion (FIRA, 2016), pues en México el grano de frijol por
su alto contenido de proteina es basico para la alimentacién de su poblacion y ocupa el segundo
lugar en importancia nacional después del maiz. No obstante, el frijol al igual que otros cultivos es
afectado por distintos microorganismos que ocasionan enfermedades de origen fungicas como la
roya Uromyces phaseolus f. sp. typica Arth; cenicilla polvorienta Erysiphe polygonit; marchitamientos
por Fusarium oxysporum f. sp. Phaseoli; Rhizoctonia solani Kuhn, entre otras enfermedades de
origen bacteriano y viréticas (Ramirez, 2011).

La cenicilla polvorienta ataca directamente a través de la epidermis formando haustorios, los
sintomas mas comunes hojas cloréticas muy tenues y posteriormente colonias de aspecto polvoso
(conidias y conidioforos). Las estructuras pueden cubrir haz y envés, extendiéndose a peciolos y
tallos. La apariencia polvosa la proporciona el micelio y las esporas presentes en la superficie de las
areas afectadas. Las plantas con tallos dafnados se tornan cloréticas y achaparradas. (Petrokov,
2016).

Para el control de estas enfermedades se utiliza una gran cantidad de agroquimicos que se emplean
constantemente, A este respecto, los suelos que son la fuente generadora de los alimentos a nivel
mundial, son vulnerables a los procesos de degradacion, desertificacion y su efecto en los
ecosistemas que sustentan. Por lo tanto, se busca tener alternativas naturales para el control de
enfermedades llegando a un ambiente sustentable de manera natural. Los fertilizantes organicos
ejercen un efecto multilateral sobre las propiedades agronémicas de los suelos y, cuando se utilizan
correctamente, elevan de manera adecuada la cosecha de los cultivos agricolas. Por tales razones,
se justifica la evaluacion de alternativas naturales, tales como residuos de cosecha, estiércol, abonos
verdes y composta, para incrementar tanto el rendimiento como los niveles de materia organica en
el suelo. Por los efectos favorables que los abonos organicos proporcionan al suelo, éstos pudiesen
ser imprescindibles en el uso y manejo de este recurso para mejorar y mantener su componente
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organico, sus caracteristicas de una entidad viviente, su fertilidad fisica, quimica y biolégica y
finalmente su productividad (SAGARPA, 2017).

Los efectos benéficos del té de composta han sido demostrados, pero la mayoria de las respuestas
han sido a prueba y error. El té de composta, puede utilizarse como fertilizante, debido a que contiene
nutrimentos solubles, microorganismos benéficos y compuestos favorables para las especies
vegetales. Esta solucion puede ser aplicada a través de sistemas de riego presurizado, por lo que
su uso puede adaptarse en sistemas de produccion organica de cultivos bajo condiciones de
invernadero. El té de composta se ha utilizado para prevenir enfermedades, tanto en aspersion foliar
como aplicado al sustrato utilizaron un fertilizante organico a base de té de composta proveniente de
gallinaza, para producir tomate en invernadero, con lo que obtuvieron rendimientos de 4 kg/planta
mas, comparado con la fertilizacion convencional. Con base a estos antecedentes el presente
trabajo tiene el objetivo de evaluar el uso de té de composta en uso foliar y de manera a sustrato,
para el control de cenicilla polvorienta en plantas de frijol a nivel de Invernadero.

PARTE EXPERIMENTAL

Inoculacién del patégeno.

Se sembraron semillas de frijol en charolas con sustrato peat moss para su germinacion, ya
germinada la planta, se prosiguié al trasplante a una maceta, para un desarrollo 6ptimo se, Se
trasplantaron dos plantulas por maceta, las plantulas se mantuvieron en condiciones de invernadero
y se fertilizaron cada tercer dia con una solucién compuesta de 101 g de nitrato de potasio (KNO3),
200 g de nitrato de calcio (CaNO3 ), 136 g de fosfato mono potasico (KH2 PO ) y 246 g de sulfato
de magnesio (MgS04.7H O) por cada 100 L de agua. La fertilizacién se aplico de forma directa en
el riego. Las plantas al obtener 3 hojas verdaderas se inocularon con esporas de Erysiphe polygoni
a través de un raspado en el haz de la hoja.

Tratamientos

El té de composta se aplico de manera foliar y a nivel sustrato a manera de aspersiéon con una
dilucion al 75% mediante 3 dosis de aplicacion (2.5, 5, 7.5 ml/L), descripcion que se muestra en la
tabla 1, donde los testigos no tienen ningun tipo de aplicacion.

Tabla 1. Tratamientos con té de composta en plantas de frijol

TRATAMIENTO DESCRIPCION
T 2.5 ml de té de composta foliar
T2 2.5 ml de té de composta sustrato
T3 5 ml de té de composta foliar
T4 5 ml de té de composta sustrato
T5 7 ml de té de composta foliar
T6 7 ml de té de composta sustrato
T7 Testigo

Evaluacion de severidad de cenicilla polvorienta
La evaluacion fue determinada cada semana durante 4 semanas mediante una escala de dafio como
se muestra en la tabla 2, donde se visualiza el nivel de dano.

172



DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Tabla 2. Escala del nivel de dafo de cenicilla.

NIVEL DE DANO DESCRIPCION
NO Sin presencia de hojas con sintomas
N1 1 a 2 hojas con sintomas de cenicilla
N2 3-5 hojas con sintomas de cenicilla
N3 Toda la planta con sintomas

Para la evaluacién de severidad se determiné mediante la siguiente formula.

Numero de hojas enfermas

severidad = Total de hojas que presenta la planta
RESULTADOS
Evaluacion durante las 4 semanas
Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Semana 1 11.86 25 5.16 18.06 2.56 4.9 19.06
Semana 2 10.26 224 6.43 21.8 3.56 9.83 19.06
Semana 3 9.8 21.26 4.3 20.96 4 9.16 20.16
Semana 4 5.96 21.8 4.3 28.36 4 12.9 46.5

De acuerdo a los valores sobre la evaluacién de Cenicilla polvorienta se observa que los
tratamientos aplicados de manera foliar tienen mejor control sobre la enfermedad que los
aplicados a forma de sustrato. Los resultados hacen notar que la dosis de aplicacion mas
efectiva fue la del tratamiento 5 (7 ml/L) con 4% de severidad durante las ultimas sin embargo
el tratamiento 1 (2.5 ml/L) presento una disminucién del nivel de severidad en la cronologia de
la toma de muestra. Estos resultados también se ven reflejados en la figura 1 donde se muestra
la dinamica de la enfermedad a través de las cuatro semanas.

Ramirez, 2011 sefala que la cenicilla polvorienta es una enfermedad de amplia distribucién en
las areas productoras de frijol de ambiente seco, puede ser perjudicial cuando se presenta
antes de la floracion, Aunque hasta la fecha, en México no se han registrado dafios graves en
el cultivo del frijol, la cenicilla no deja de producir efectos nocivos.

173



DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

Semana 1 NENEREWA Semana 3 Semana 4

*T1l ¥T2 ®T3 T4 »T5 ®T6 - Testigo

Figura 1. Dinamica de la enfermedad mediante la aplicacion de té de composta en plantas
inoculadas con cenicilla polvorienta

En base a los resultados se comprueba lo mencionado por Félix, et al; 2008 que al incorporar algun
abono organico en este caso té de composta ejercera distintas reacciones en el suelo como son:
estimula el desarrollo de plantas (Tan y Nopamombodi, 1979; Hartwigsen y Evans, 2000), segun los
resultados obtenidos en el presente trabajo también se atribuye que ayuda a contrarrestar severidad
de cenicilla polvorienta.

CONCLUSIONES

Con base a los resultados anteriores se deben buscar opciones para el control de enfermedades
fitosanitarias y de esa manera disminuir el dafio que le estamos provocando a nuestros suelos. para
ello hay alternativas como lo sefiala Ramirez, 2011, el azufre elemental es una opcion para el control
de cenicilla polvorienta, pero el t¢ de composta es una alternativa mas amigable, econdémica y
sustentable tanto para el medio ambiente como para el suelo y el agricultor, ya que provee al suelo
de nutrientes como Fésforo, Nitrégeno y Potasio. Evitando con esto el deterioro del medio natural y
ademas es un producto organico que controla y ataca a la cenicilla polvorienta y no altera
negativamente a los ecosistemas.

Sin embargo, se quiere dejar claro que le té de compost no es una panacea y la solucion a todos los
problemas, es un complemento al manejo del cultivo y siendo bien utilizado puede generar grandes
beneficios econdmicos y ambientales.
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RESUMEN

Actualmente el alto contenido de metano del biogas (COz, 20-35% y CH4, 55-75%), generado durante
la digestion anaerobia de residuos organicos, es considerado una importante fuente de energia
alternativa. Sin embargo, es indispensable remover el CO:2 del biogas para utilizarse como fuente de
energia. Hoy en dia, las microalgas emergen como una estrategia biolégica para remover el CO2 del
biogas; no obstante, la seleccién de la especie de microalga adecuada para remover el CO2 del
biogas es de vital importancia, debido a que la captura y tolerancia de las altas concentraciones de
CO:2 es dependiente de cada género y especie de microalga. En este sentido, el presente estudio
evalud la resistencia y remocion de didxido de carbono del biogas de las microalgas Chlorella sp. Y
Scenedesmus sp. Nuestros resultados demuestran que ambas especies de microalga tienen la
capacidad para resistir y remover altas concentraciones de CO2, asi como acumular compuestos de
interés biotecnolégico como carbohidratos, lipidos y proteinas. Finalmente, este estudio propone el
uso de las mricroalgas de Chlorella sp. y Scenedesmus sp., para remover el CO2 del biogas y mejorar
la capacidad de bio-refineria de las microalgas.

INTRODUCCION

El biogas crudo se compone principalmente de metano (CH4: 50-70%, v/v) y diéxido de carbono
(CO2: 25-60%, v/v), asi como componentes traza como agua (H20), oxigeno (O2) y sulfuro de
hidrogeno (H2S). El alto contenido de CHa4 del biogas es considerado una valiosa fuente de energia
renovable, debido a que puede ser explotado directamente como combustible, o bien como materia
prima para la produccion de gas de sintesis (syngas) (Meier et al.,, 2015). Sin embargo, el CO:2
presente en el biogas disminuye el potencial energético del biogas, por lo que su remocion del mismo
es indispensable. (Abatzoglou 2009; Yan y Zheng 2013). Al proceso de remover el CO2 para
incrementar la concentracion de CHs4 en el biogds se le conoce como “purificacion” o
“acondicionamiento” del biogas (Méndez et al., 2015).

Hoy en dia, existen diversas estrategias fisicas y quimicas como la absorcién quimica, adsorcion
fisicoquimica, uso de membranas y criogénica; las cuales son aplicadas para remover el CO2 del
biogads (Méndez et al., 2015). Sin embargo, estas estrategias necesitan grandes cantidades de
materiales, reactivos y energia, implicando un alto costo; pero aun mas importante, no cuentan con
una adecuada disposicion final del CO2, por lo que este compuesto es nuevamente liberado a la
atmosfera (Yan y Zheng 2013; 2014). De esta manera, una estrategia bioldgica y sustentable para
remover el CO2 del biogas es el uso de microalgas. Esto se debe a que estos microorganismos tienen
una alta capacidad de remocién de CO2 mediante su proceso de fotosintesis, el cual presenta una
eficiencia hasta 10 a 50 veces mayor a las plantas terrestres (Bellinger y Sigee 2010; Ramaraj et al.,
2014). Aunque su mayor atributo es la disposicién final del CO2 capturado, el cual es convertido en
biomasa y en compuestos celulares de alto contenido energético, como carbohidratos, lipidos y
proteinas (Yan y Zheng 2013), los cuales pueden ser posteriormente aprovechados para la obtencion
de biocombustibles como bioetanol, biodiesel, o metano. Por tal razén, las microalgas son
consideradas sistemas de biorefineria (Ullha et al., 2015); convirtiéndolas en un potencial recurso de
investigacion biotecnolédgica (Zeng et al., 2015).

Las microalgas son organismos autoétrofos unicelulares eucariotas o procariotas, coloniales y
filamentosos que habitan diversos ambientes acuaticos en todas las latitudes y ecosistemas del
planeta. Son fuentes de biomoléculas y metabolitos de gran importancia econémica y constituyen
una fuente directa de alimento, medicamentos, forraje, fertilizantes y combustible, e incluso, como
indicadoras de contaminacion (Liang et al., 2004; Tseng, 2001; Yuan-Kun, 1997).

Las microalgas han adquirido gran importancia en los ultimos afios ya que presentan la solucién a
diversos problemas en aspectos de alimentacién, produccion de biomasa y metabolitos de alto valor
agregado de origen natural. Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas revisten gran
importancia dada su amplia aplicacién biotecnolégica y comercial (Qiang et al., 2008). Las microalgas
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se clasifican de acuerdo a varios parametros tales como pigmentacion, ciclo de vida, morfologia y
estructura celular. Las especies mas estudiadas para aplicaciones biotecnoldgicas corresponden a
las algas verdes y a las diatomeas (Arredondo & Vazquez-Duhalt, 1991; Sheehan et al., 1998; Hu et
al., 2008).

El proceso utilizado por las microalgas para convertir el CO2 (carbono inorganico) en gliceraldehido—
3—Fosfato (carbono organico) es la fotosintesis. En la primera fase de la fotosintesis se llevan a cabo
las reacciones dependientes de la luz, las cuales implican etapas fotoquimicas y reacciones de éxido-
reduccion para sintetizar ATP (adenosin trifosfato) y NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato). Estas moléculas son utilizadas en la segunda fase de la fotosintesis, donde se llevan a cabo
las reacciones no dependientes de la luz o reacciones oscuras. En esta fase la enzima RUBISCO
(Ribulosa 1,5 bifosfato Carboxilasa-Oxigenasa) mediante el ciclo de Calvin-Benson captura el CO:2
de la atmésfera, posteriormente, utilizando el ATP y NADPH generados en la primera fase de la
fotosintesis, el CO:2 fijado por la microalga es convertido a gliceraldehido—3—Fosfato. Finalmente,
dependiendo de las condiciones de cultivo o ambientales en las que se encuentren las microalgas,
el gliceraldehido—3—-Fosfato formado durante la fotosintesis, puede ser acumulado como
carbohidratos, lipidos o proteinas (Razzak et al., 2013).

TEORIA

La actividad mundial depende del petréleo, y la escasez de éste ha provocado conflictos sociales y
economicos de gran magnitud. Como alternativa energética surgen los biocombustibles para la
reduccion del consumo de petréleo que de esta manera se contribuya a un desarrollo sustentable.
El biogas es el producto de una fermentacion anaerdbica de la materia organica el cual se ha
sometido a un proceso de purificacion para elevar la calidad de éste como biocombustible. (Gutiérrez,
etal., 2012).

El género Chlorella representa un grupo de microalgas verdes eucariotas que tiene un creciente
interés cientifico y comercial. Posee una alta capacidad fotosintética. La Chlorella ha sido
considerada como una fuente de proteina y ahora se produce industrialmente para alimentos
humanos y alimentos para animales. También es rico en petréleo, una materia prima ideal para
biocombustibles. Mediante la fotosintesis la microalga Chlorella puede reproducirse en varias horas,
requiriendo solo luz solar, diéxido de carbono, agua y una pequefia cantidad de nutrientes. Chlorella
es facil de cultivar, tiene un ciclo de vida simple y su ruta metabdlica es similar a las de las plantas
verdes; por consiguiente se ha utilizado durante mucho tiempo como un organismo modelo para
investigar los mecanismos de la fotosintesis y la asimilacion de diéxido de carbono (Ciclo de Calvin-
Benson). Debido a su alto contenido proteico y riqueza en carotenoides, vitaminas y minerales, la
Chilorella también se ha propuesto como un sustituto de los alimentos para los humanos y ahora se
produce ampliamente como alimentos saludables en Alemania, China, Japén, y varios otros paises
asiaticos. Esta miroalga se ha considerado como materia prima para la produccion de
biocombustibles. (Posten, Chen, et al., 2016)

El género Scenedesmus obliquus son microalgas verdes unicelulares, presentan flagelos, miden 20
pm de didmetro y generalmente se agrupan de 4 a 8 células dispuestas linealmente o ligeramente
en zig-zag (Singh y Singh 2014). Las células de Scenedesmus obliquus contienen un Unico nucleo,
que consiste en un cloroplasto en la parte central. Forman colonias en las que se alinean en forma
de plato (Hoek, Mann y Jahns, 1995). Esta microalga utiliza como como fuente de energia el carbono
inorganico que esta presente en el medio acuatico en que se encuentre también ha sido ampliamente
utilizada en estudios de fotosintesis y respiracion (Richmond 2004), asi como en procesos para
remover COz2 del biogas y de emisiones industriales (Ramaraj et al., 2014)

Principalmente las microalgas acumulan lipidos, carbohidratos y proteinas, estos compuestos
representan aproximadamente 90% del peso seco de la biomasa algal. Segun algunos estudios, el
porcentaje de proteinas que tienen las microalgas es de 6-50%; de lipidos 7-60% y de carbohidratos
5-43%, en funcién de la especie de microalga en estudio. (Chisti, 2007).

A pesar de la capacidad de las microalgas para remover CO2 del biogas y convertirlo en biomasa
microalgal y compuestos de alto valor energético, no todas las microalgas resisten o toleran las altas
concentraciones de CO2 (25-60%) y CHa4 (50-70) del biogas (Sarsekeyeva et al., 2015), debido a que
se ha demostrado que dichos compuestos ejercen un efecto inhibitorio durante su crecimiento (Kao
etal., 2012). Por tal razdn, la seleccién de la especie adecuada de la microalga para remover el CO:2
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del biogas es de vital importancia, debido a que la captura y tolerancia de las concentraciones de
CO2 y CH4 presentes en el biogas, es dependiente de cada género y especie de microalga (Meier
et al., 2015); incluso la misma especie y genero de microalga, pero aislada de diferentes regiones
geograficas pueden ser fisioldgicamente diferentes para remover y tolerar altas concentraciones del
CO:2 del biogas (Bellou et al., 2014).

La fotosintesis es un proceso llevado a cabo por organismos fotoautétrofos, que tienen la capacidad
de sintetizar materia organica partiendo de la energia del sol y la materia inorganica. La fotosintesis
que realizan las algas en el medio acuatico introducen los nutrientes minerales en la base de las
cadenas tréficas de los ecosistemas, generando materia organica que es consumida por organismos
superiores. Las microalgas emplean la energia de la luz del sol para generar un oxidante lo
suficientemente potente como para extraer del agua oxigeno, protones y electrones. Los electrones
extraidos del agua reducen, en la fase luminosa de la fotosintesis, el NADP* a NADPH. EI NADP*
es la forma oxidada de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, una coenzima que interviene en
numerosas vias anabdlicas; el NADPH es su forma reducida, la cual interviene en la fase oscura de
la fotosintesis (ciclo de Calvin) donde se reduce el CO2. EI NADPH actua como transportador de
energia, la cual se emplea finalmente en sintetizar macromoléculas organicas a partir de moléculas
precursoras pequefas. (Martinez, Polo et al., 2011)

La asimilacion del diéxido de carbono de las microalgas tiene lugar en tres fases. La primera fase
consta de la asimilacion del CO2 en las biomoléculas es la reacciéon de fijacién del carbono:
condensacion del CO2 con un aceptor de cinco carbonos, la ribulosa 1,5-bisfosfato, formando dos
moléculas de 3-fosfoglicerato. En la segunda fase el 3-fosfoglicerato se reduce a triosas fosfato. En
conjunto, se fijan tres moléculas de CO2za tres moléculas de ribulosa 1,5-bisfosfato para formar seis
moléculas de gliceraldehido 3-fosfato (18 carbonos) en equilibrio con la dihidroxiacetona fosfato. En
la tercera fase se utilizan cinco de las seis moléculas de gliceraldehido 3-fosfato (15 carbonos) en la
regeneracion de tres moléculas del material inicial ribulosa 1,5-bisfosfato. La sexta molécula de triosa
fosfato, el producto neto de la fotosintesis, puede ser utilizada para formar hexosas que sirven como
combustible y como material para producir sacarosa para el transporte a tejidos no fotosintéticos o
almidén para almacenamiento. De este modo el proceso es ciclico y permite la conversion continua
de CO:2 en triosas y hexosas fosfato. La fructosa 6-fosfato es un intermediario clave en la fase 3 de
la asimilacion del COz; es un punto de bifurcacion, que dirige hacia la regeneracion de ribulosa 1,5-
bisfosfato o hacia la sintesis de almidén. En la ruta desde hexosa fosfato a pentosa bisfosfato
intervienen muchas de las reacciones utilizadas en células animales para la conversién de pentosas
fosfato en hexosas fosfato durante la fase no oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato. En la
asimilacion fotosintética del CO2, esta ruta funciona en la direccién opuesta, utilizando basicamente
el mismo conjunto de reacciones y convirtiendo hexosas fosfato en pentosas fosfato. (Nelson, Cox
et al., 2009)

El uso y las aplicaciones de las microalgas han sido de gran importancia para lo cual han sido
cultivadas para diferentes fines. Por otra parte, se han utilizado condiciones naturales favorables
para su desarrollo. Las ventajas del cultivo de microalgas se pueden resumir en tres puntos segun
Cohen (1986):

1. El cultivo de microalgas es un sistema biolégico eficiente de utilizacién de la energia solar para
producir materia organica. Las microalgas crecen mas rapido que las plantas terrestres y es posible
obtener mayores rendimientos anuales de biomasa.

2. La composicion bioquimica pueden modificarse faciimente variando las condiciones ambientales
y/o la composicion del medio de cultivo.

3. Bajo ciertas condiciones, muchas especies de microalgas pueden acumular en altas
concentraciones compuestos de interés comercial, tales como proteinas, lipidos, almidon, glicerol,
pigmentos naturales o biopolimeros. (Luna et al., 2007)

Dado el potencial de las microalgas para remover el CO:2 del biogas y a la diversidad de microalgas
presentes en el Lago de Chapala (ubicado en el estado de Jalisco), resulta de gran interés el estudiar
el potencial de las especies autdctonas de nuestra regién para remover CO:2 del biogas, asi como
su acumulacién de compuestos intracelulares. Hasta el dia de hoy, no se ha estudiado el potencial
biotecnolégico de los géneros y especies de microalgas presentes en el Lago de Chapala. Por tal
razén, el presente estudio pretende evaluar el potencial biotecnoldgico para remover y tolerar altas
concentraciones de CO2 del biogas y acumularlo en metabolitos de interés, como carbohidratos,
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lipidos y proteinas en las microalgas Chlorella sp. y Scendesmus sp., aisladas y purificadas del Lago
de Chapala.

PARTE EXPERIMENTAL

1. Se tomaron 50 mL del cultivo de cada microalga y se inoculo en un matraz de 1 litro conteniendo
450 mL de medio mineral estéril C30 y se mantuvo a una temperatura de 27.5 + 2°C, con una
agitacion constante de 110 rpm y una intensidad de luz 200 pmol fotones m-2s-1 durante un periodo
de 14 dias.

2. La fase experimental se realizé en cinco fases, en cada fase, el cultivo de microalgas fue
suministrado con un flujo constante de 3.3 mL/min de una mezcla de gases: 1) 25% CO2-75% Argon;
2) 50% CO2-50% Argon; 3) 25% CO2-75% CHa; 4) 50% CO2-50% CHa; 5. Aire.

3. Cada fase se realiz6 por triplicado y se repitié dos veces.

4. Se determind el crecimiento de cultivo de las microalgas mediante la técnica de densidad 6ptica
5. Se determiné el contenido de carbohidratos y proteinas por espectrofotometria y lipidos por
gravimetria.

RESULTADOS
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La grafica "A” representa el crecimiento de la microalga Chorella vulgaris en donde se grafica la
absorbancia vs el tiempo de incubacion. Nos podemos dar cuenta que después de cierto tiempo la
microalga presenta un crecimiento favorable con cada una de las fases experimentales (mezcla de
biogas), de acuerdo a los resultados obtenidos, la microalga Chorella vulgaris tiene un mayor
crecimiento con la fase compuesta con CO2 25% - 75% CHa. Esto nos indica que esta microalga
tiene la capacidad de resistir y tolerar altas concentraciones de CO2, y al mismo tiempo tiene un
crecimiento de manera favorable. Esto se debe a que este género de microalga puede eliminar el
CO2del biogas mediante el proceso fotosintético que se lleva acabo y esto conlleva a que se pueda
producir un efecto inhibidor sobre el crecimiento, actividad bioquimica y eficiencia de captura de
CO2.En la grafica "B” se representa al igual que la grafica “A” el crecimiento exponencial de la
microalga del género Scenedesmus obliquus en donde se grafica la absorbancia vs el tiempo. En
este caso esta microalga presenta un mejor crecimiento con la fase experimental compuesta con
CO2 25% - 75% CHa. Esto quiere decir que la microalga Scenedesmus obliquus tiene la capacidad
de resistir y tolerar altas concentraciones de CO: del biogés, y también tiene un crecimiento de
manera significativa gracias al proceso fotosintético que esta microalga produce.

Estos resultados se obtuvieron de acuerdo a una metodologia establecida con las condiciones
necesarias para que se pudiera llevar a cabo el andlisis del presente estudio, que es evaluar la
capacidad biotecnoldgica de las microalgas autdctonas del Lago de Chapala- Jalisco para capturar

179



DESARROLLO CIENTIFICO EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA

y resistir altas concentraciones de CO: del biogas y la acumulacion de compuestos de interés
comercial.
35

30

25
20 | 'PROTEINAS

w CARBOHIDRATOS
15— - .

wLIPIDOS

10— - - -

Composicion porcentual en biomasa (%)

CONTROL 25% CO2—75% Ar 50% CO2—50% Ar

En esta grafica se representa la composicion porcentual de biomasa de compuestos intracelulares
como carbohidratos, lipidos y proteinas en cada una de las fases (mezcla de biogas). Las barras que
representan la fase de control indican que a hay una acumulacién compuesta por un 30% de
proteina, 25% de carbohidratos y un 31% de lipidos; en cambio en las fases compuestas por
25%CO02-75%Ar y 50%CO02-50%Ar existe una acumulacion diferente de estos compuestos
intracelulares, esto se debe a que las microalgas pueden sintetizar estos compuestos y con las
diferentes mezclas de biogas se obtienen diferentes porcentajes de carbohidratos, lipidos y
proteinas.

CONCLUSIONES

Este estudio demostro el potencial biotecnoldgico para resistir y remover altas concentraciones de
CO2del biogas en las microalgas Chlorella sp. Y Scenedesmus sp. aisladas del lago de Chapala, por
lo que son consideradas como excelentes candidatos para utilizarse en procesos biotecnoldgicos
para la obtencion de biocombustibles.
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RESUMEN

La atencién perinatoldgica del recién nacido es un area deficiente en explotaciones lecheras en
general. Se estima que del 30 al 50% de los becerros al parto requieren ayuda (House, 2015). El
75% de las muertes ocurren durante la primera hora de vida, estimandose que el 90% son
previsibles. El impacto de una muerte neonatal es: econémica (400-600 USD) (De Vries, 2006),
genética, y de la siguiente generacion, ademas de dafio ginecoldgico en la madre (Mee, 2008). Se
realizé6 un estudio observacional en el bajio mexicano, en una explotacién lechera de Holstein-
Friesian. El objetivo fue monitorear el sistema de termorregulacién del recién nacido. El grupo cohorte
fue de 43 becerros (17 machos y 26 hembras), los cuales recibieron atencion durante el parto hasta
la primera hora de vida. Se monitoreé la temperatura toraco-abdominal exterior, auricular y ambiental
con una camara termografica de rayos infrarrojos, y rectal con termémetro digital. Los resultados del
analisis mostraron que los machos presentan una mayor pérdida de temperatura, en relacion directa
con mayor peso al nacimiento. Las menores pérdidas de calor fueron cuando el becerro fue
estimulado por 15 minutos mediante el secado de pelaje por su madre. Inmediatamente después
del parto, se identifico una caida de temperatura rectal de 0.6°C en promedio y externa de 3°C, a los
15 minutos la temperatura aumentd, siendo estadisticamente diferente al T°0 y <30 minutos después
(Valor p <0.0001). Esta pérdida de temperatura corporal indic6 que, pese a temperaturas
ambientales de 34°C, existe la necesidad de estimular la circulacion del becerro, proveerle una fuente
de calor y abrigo, y alimentarlo prontamente con calostro para incrementar su energia y evitar
hipotermia.

INTRODUCCION

El cuidado neonatal en bovinos de leche es un drea que demuestra deficiencias en la mayoria de las
producciones pecuarias de forma global. EIl impacto en la supervivencia durante el peri-parto
presenta pérdidas econémicas por distocia, parto prematuro y muerte neonatal (Kasari et. al. 1994).
El costo para el productor es diferente dependiendo de la naturaleza de la pérdida. En caso de que
muera la vaca o tenga dafio ginecolégico severo, el gasto aproximado es de $37,000 MN, mientras
gue si ocurre una pérdida de gestacion el gasto es de $11,000 MN. Si se pierde un becerro sin poco
valor gendémico al nacimiento, el gasto es de $7,600 MN, y con alto valor genémico $11,500 MN o
mas dependiendo de su origen (De Vries, 2006). Se considera que la muerte perinatal es durante
las primeras 24 horas de vida, con un periodo gestacional superior a 260 dias, esta condicion no
considera la muerte por complicaciones al parto. El 75% de las muertes ocurren durante la primera
hora de vida, estimandose que el 90% son previsibles (Mee et al., 2008). Existen diferentes factores
de riesgo que influyen en la mortalidad perinatal, no sélo relacionados con problemas de distocia,
por lo que se esta en constante estudio de los factores de riesgo (McGuirk, 2007).

TEORIA

Termorregulacion en neonatos

Los factores que afectan la muerte perinatal pueden estar asociadas al proceso parto, edad al primer
parto, partos gemelares, duracion de la gestacion, condicion corporal de la madre, tamafo de la cria,
deficiencia en los nutrientes de la dieta y genética del semental. Adicionalmente pueden influir los
factores externos a la madre y al becerro como el manejo al momento del parto y la condicion
climatoldgica. La combinacién del clima, con las multiples rutas de termdlisis y la predisposicion del
neonato es lo que convierte a la condicion climatolégica en un factor de riesgo (Carstens, 1994).
Dentro del utero el feto se encuentra a una temperatura aproximada de 38.8° C, al momento que
nace el neonato, esta temperatura puede caer abruptamente hasta los 20°C. Esta disminucién en la
temperatura corporal provoca la pérdida de homeotermia del neonato, dado que la temperatura unos
minutos antes era controlada por la madre en el ambiente intrauterino. El proceso de parto genera
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un deficiente estado fisiolégico, aunado a la hipoxia propia de un recién nacido, lo que complica el
proceso de termorregulacion (Vermorel et. al. 1983). Es por eso que el neonato para poder mantener
un balance térmico y evitar caer en hipotermia o incluso la muerte, debe adaptarse rapidamente al
ambiente extrauterino. Esta homeotermia la genera por escalofrios o sin escalofrios, el ambiente
que se le provee, y la atencién del humano y la madre post-parto (Carstens, 1994).

Los becerros presentan dos formas de termorregulacion: la primera es la termogénesis a través de
escalofrios, el cual consiste en que todo el sistema musculo-esquelético presenta contracciones
suaves y frecuentes, activandose por medio del sistema nervioso central para generar calor. La
termogénesis sin temblores, involucra el tejido adiposo pardo del recién nacido. La grasa corporal
ayuda al becerro a generar energia enddgena, la cantidad de tejido adiposo pardo en un recién
nacido es del 2% (Alexander et al., 1975). También presentan tejido blanco cuya principal funcion es
almacenar y asegurar que los acidos grasos estén disponibles para ser usados como energia. La
temperatura se genera via glicélisis anaerobia a partir de la oxidacion de 4cidos grasos en las crestas
mitocondriales estimuladas por una proteina termogénica activada por la noradrenalina (Asakura,
2004). Es preciso mencionar que ésta capacidad regulatoria depende de la nutricién que tuvo la
madre y qué tan rapido ingiera calostro el becerro después del parto (Carstens, 1994).

La normotermia se mantiene por una elevacién de la frecuencia respiratoria, particularmente en
ambientes frios, un aumento en la circulacion sanguinea, por flujos hormonales, o porque la madre
lo lame vigorosamente para secarlo. Otras fuentes de energia son: lactato, cetoacidos, aminoacidos
y glucégeno. La glucosa circulante del recién nacido es del 70 al 80% de origen materno bajando a
considerablemente en la primera hora de vida (32 Kcal/Kg/dia). Al nacimiento, el becerro presenta
de 50 a 60 g/dL de glucosa sanguinea llegando a 100 mg/dL a las 24 horas de vida. La energia
metabdlica se obtiene a partir del glucoégeno acumulado en el higado, corazén y masculo-esquelético
(Kasari, 1994). El glucdgeno hepatico se utiliza en las primeras 3 a 4 horas de vida. La termogénesis
requiere de oxigenacion, por lo que, durante un prolongado periodo de hipoxia, la termorregulacion
es menos eficiente, puesto que la oxigenacién entonces proviene del metabolismo celular. Una pobre
oxigenacion, incrementa la posibilidad de que el equilibrio acido-basico sea deficiente. Una condicion
de acidosis, implica una gran cantidad de iones de hidrogeno en los tejidos. El pH venoso es de 7.2.
a 7.3 en un recién nacido, y en caso problemas al parto de 7.0, estabilizdndose a 7.4 a las 12 horas
de vida (Grove-White, 2000).

En 1994, Azzam y cols., correlacionaron las condiciones climatolégicas con la tasa de mortalidad en
becerros Bos taurus, la tasa aumenté conforme la temperatura ambiental descendia, o habia
precipitacion pluvial durante el parto. El estrés de los becerros al buscar mantener su homeotermia
provocd que las muertes incrementaran, presentando ademas debilidad severa y una absorcion
tardia de inmunoglobulinas (Azzam et al., 1994).

Otro indicador relacionado con el balance térmico es la temperatura rectal; la cual puede ser usada
para evaluar la adversidad del medio ambiente calérico sobre el crecimiento, lactacién y reproduccion
en el ganado lechero (Johanson, 1987; Hahn, 1994). En recién nacidos, la temperatura es
aproximadamente de 39.5° C. Sin embargo, durante la primera hora de vida desciende,
estabilizdndose en las primeras cinco horas de vida dependiendo de las condiciones climatoldgicas
se establece en 38.8°C. En condiciones ambientales frias (menores a 14°C), puede tardar hasta
dos dias en tener una temperatura rectal homogénea (Vermorel et. al. 1983).

Los bovinos, al ser animales homeotermos, son menos susceptibles a los cambios de temperatura.
La zona de confort termoneutral en becerras menores a tres semanas es de 15 a 21°C (NRC, 2001).
Se han estudiado dos rutas de pérdida de calor en los recién nacidos. Una de ellas es la evaporativa,
por el liquido amnidtico del pelaje que se evapora y el calor que se disipa desde las vias respiratorias,
que al ser una actividad endotérmica le resta calor al becerro. La segunda ruta es la no evaporativa;
ésta se lleva a cabo por medio de la transferencia de calor por conduccién, es decir, el calor que
pasa a través de la piel, lo que involucra el area en donde se encuentra, el tipo de cama y el ambiente
(Cook et al. 2004). Ambas rutas de pérdida de calor involucran el uso de calorias, provocando asi
que el animal utilice las reservas con las que nace y con la consecuente hipotermia. El calostro,
ademas de la inmunidad pasiva, constituye entonces una fuente de energia que permite controlar la
pérdida de calor (Cook et al. 2004). Una temperatura ambiental menor a 14°C y que la cria no esté
suficientemente seca, aumenta la movilizacién de las reservas energéticas. El becerro recién nacido
presenta acidemia por la produccion de lactato-L, como consecuencia de la saturacion de CO:2 que
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se mantiene por 4 horas en niveles elevados. La acidosis inicialmente respiratoria y se hace
metabdlica, cuando el lactato-L circulante no es metabolizado rapidamente por el rifidn (Bleul y Gotz,
2013; Romano y Vazquez-Flores, 2018)). Una hipoxia prolongada, aunada con acidosis respiratoria
y metabdlica, genera somnolencia, el becerro se postra, disminuyéndose las probabilidades de
sobrevivencia y reduciendo la absorcién de inmunoglobulinas (Besser y Gay, 1994).

Etapas del parto

El parto en bovinos se divide en tres etapas. La primera es la preparacion de la vaca/vaquilla de
primer parto donde el becerro se acomoda gradualmente en el canal de parto. La hembra al parto
experimenta contracciones musculares, que se hacen cada vez mas frecuentes, con la expulsion del
tapdn mucoso, la relajacion de los ligamentos pélvicos y la relajacion del cérvix. La hembra al parto,
se manifiesta inquieta, puede presentar pérdida de apetito, y voltea la cabeza constantemente hacia
el vientre cuando hay una contraccion.

La segunda etapa esta relacionada con la expulsion de la cria, el saco amniético sale de la vagina,
se observan los miembros anteriores o posteriores protruyendo. Las contracciones se hacen mas
intensas y en tiempos mas cercanos. Esta etapa dura aproximadamente 2 horas en la vaca y 4
horas en la vaquilla de primer parto. Una vez que el cérvix esta completamente dilatado, la cria es
expulsada en 22 minutos. Actualmente, con la condicion genética de producir una cria chica al
parto, por medio de toros que tienen la caracteristica de facilidad de parto, los tiempos se han
disminuido considerablemente de 20 a 40 minutos.

La tercera etapa es la eliminacion de la placenta en las primeras 8 a 12 horas postparto (Stuttgen,
2011).

Parto y sus complicaciones

La dificultad al parto se conoce como distocia, y es el resultado de un prolongado proceso de
expulsién de la cria o una alteracion en la extraccién por manipulacién humana (Mee, 2004). En el
caso de bovinos, se denomina distocia cuando la etapa de expulsién supera las 4 horas durante la
fase dos. Existen diversos factores propios del becerro como el peso, duracién de la gestacion, sexo,
raza, nutricién y clima. Y los propios de la madre como el tamafio de la pelvis, peso corporal al
servicio efectivo, edad de la hembra y condicion corporal al parto (Mee, 2011).

Existe un factor fisiologico al cual se le asocia el 10% de las distocias en ganado lechero, que es un
proceso denominado inercia uterina. Cuando el cérvix estd completamente dilatado, y las
contracciones miometriales son muy débiles para expulsar al feto, por ejemplo, en primiparas
excedidas en condicion corporal, limitada disponibilidad del magnesio y calcio conduce a la inercia
uterina, la cual prolonga la segunda etapa parto. Este padecimiento puede ser primario, como
consecuencia de hipocalcemia, o secundaria en el caso de parto gemelar (Mee, 2008).

En primiparas es comun que la vulva no se dilate completamente, mientras que en pluriparas, el
problema es la dilatacion incompleta del cérvix, ambos casos estan relacionados con estrés
ambiental en el periparto y asistencia prematura (Mee, 2007). El control individual en vacas préximas
al parto, es relevante para detectar problemas y generar las medidas preventivas pertinentes. Una
atencién a tiempo, permite disminuir el estrés por el deficiente manejo, particularmente en aquellas
hembras con historial de distocias (Miedema et. al. 2011). Una mala posicion de extremidades o del
craneo representa un 20 a 40% de los casos distocia, siendo la causa mas comun. Aunque hay solo
5% de prevalencia los becerros que vienen mal posicionados tienen 5 veces mas oportunidad relativa
de morir al nacer y 3 veces mas posibilidad de favorecer distocia. Esta condicion puede estar
influenciada por el semental, que la cria sea macho, y partos gemelares (Mee, 2013).

Las principales secuelas financieras de la distocia son: el 41% del costo de la produccion, 34% en
fertilidad y 25% de mortalidad en la vaca o becerro, esto sin incluir gastos del desecho por dafio
ginecologico, ademas de cuidados médicos, tratamientos y que no es un candidato a producir leche
durante el periodo fresco. La distocia produce desérdenes en los sistemas respiratorio y digestivo en
la madre y su cria, retencion de placenta, inflamacién e infeccién uterina, mastitis e hipocalcemia.
Una vez que la vaca presenta un parto complejo es mas propensa a que se presente en los partos
siguientes (Mee, 2008).

La asistencia al parto se define como una intervencién durante dicho proceso, esto sin llegar a ser
distocia. Se puede clasificar en tres: sin asistencia, poca asistencia y asistencia, todas relacionadas
la manipulacion de la cria, la intensidad y tiempo de expulsion (Colburn et. al. 1997)
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Uso de la metodologia termografica

La toma de temperatura se realizé con una camara termografica marca FLIR, para identificar la
emision y absorcién de calor. Esto se analiza mediante un software que identifica la temperatura de
las imagenes capturadas por el microbolometro que traduce el calor en un impulso eléctrico y una
imagen termografica por efecto del uso de rayos infrarrojos en tiempo real. La pérdida de calor no
evaporativa involucra el flujo de calor generado por el metabolismo, el organismo mantiene la
homeostasis por efecto de la radiacidn, conveccién y conduccién. Entendiendo la radiacién como el
balance neto entre la ganancia de calor por radiacion solar y la pérdida de calor por contacto de la
piel con la superficie del piso. La transferencia de calor por conduccion es el intercambio de calor
desde el pelaje hacia el ambiente. La pérdida de calor por conveccion, se refiere al paso del aire
sobre el pelaje que cuando estd humedo permite el enfriamiento de la superficie por el intercambio
de temperatura entre el aire y pelaje (Kasari, 1994). Es por esto que se realizaron tomas de
temperatura por medio de la camara termografica, ademas de la temperatura rectal que evalua la
respuesta interna al ambiente (Vazquez-Flores y Lucio-Rodriguez, 2017).

Justificacion del estudio

El estudio fue observacional y prospectivo, realizado en una produccién lechera en San Miguel
Allende, Guanajuato. En esta explotacion durante los meses de junio y julio se presentaron 68
muertes neonatales, ademas de altos porcentaje de vacas con enfermedades reproductivas y
metabdlicas como consecuencia de una mala atencion al parto. Todas las primiparas requirieron
algun nivel de asistencia al parto. Las crias recién nacidas presentaron desde hipoxia, deficiente
vitalidad e incremento de la mortalidad. Las vacas con distocia presentaron retencién de placenta,
desgarres de vulva, metritis infecciosa, y en algunos casos mortalidad. Para identificar los factores
de riesgo en la explotacion se inicio este estudio puesto que estaba afectando la produccion y
eficiencia postparto.

Objetivo general

Identificar los factores de riesgo que afectan la termorregulacién del neonato en la primera hora de
vida, monitoreando temperatura interna y externa cada 15 minutos.

Objetivos secundarios

Se analizaron factores de riesgo como: tipo de parto, nivel de ayuda al parto, determinacién de
caracteristicas de termorregulaciéon por género, tipo de secado del becerro en la primera hora
posparto (por la vaca o por el humano).

PARTE EXPERIMENTAL

Sitio de estudio

El estudio observacional prospectivo se realizé en un Establo de Holstein-Friesian ubicado en San
Miguel de Allende, Guanajuato. Durante todo el afio la temperatura presenta variaciones entre 8°C
y 28°C, lo que representa que durante las madrugadas estan fuera de la zona de confort térmico,
con una diferencia de 20°C durante el dia (Martin et al. 1975). El nimero recién nacidos durante el
periodo de estudio fue de 202 neonatos atendidos al parto, a los cuales se observo desde que la
vaca estaba en fase 2 del parto.

Manejo de la cria al parto y monitoreo termografico

Al iniciar segunda etapa del parto inici6 la toma de temperaturas. Dos personas colaboraban en el
proceso. Primero se identifico la temperatura ambiental con la camara termografica. Al momento de
la expulsion del becerro se determiné el tipo de asistencia requerida por el recién nacido. Una vez
que la cria era totalmente expulsada se procedia al retiro manual del moco y restos de placenta de
las vias aéreas. Posteriormente se hacia un estimulo para la respiracion mediante la aplicacion de
agua fria en la oreja (Nagy, 2009). Se indujo la respiracién estimulando el espacio medio inferior de
la nariz con una aguja en el punto GV26 (Renzhong) (Rogers, 1999). Ademas de estimular la
circulacién por medio de masajes en la zona toracica, cerca del corazén en direccion craneal.
Simultdneo a la atencidn al parto, otra persona capturaba las imagenes termograficas a 60 cm del
sujeto de estudio tomando una imagen del area del toraco-abdominal, seguida de la toma de
temperatura rectal con 