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CINETICA DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PLEUROTUS OSTREATUS EN SUSTRATOS DE
QUERCUS CASTANEA Y ZEA MAYZ, PARA LA OBTENCION DE BIOPLASTICOS

Diana Stephanie Ocegueda Vega, Nelly Flores Ramirez, Salomén Ramiro Vasquez Garcia, Marco
Antonio Vilchis Garcia

Facultad de Ingenieria en Tecnologia de la Madera, Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

nelly.flores@umich.mx
RESUMEN

A partir del crecimiento biolégico y natural de los hongos, en sustratos de residuos organicos, se
pueden obtener bioplasticos con propiedades similares a los plasticos de origen fosil, con la
diferencia, que son biodegradables y sustentables. Durante la colonizacion, el micelio actia como
un adhesivo natural uniendo las particulas del sustrato, a través de una red de filamentos (hifas). Por
otra parte, los residuos generados al momento de la transformacion fisica de la madera y de la
cosecha del maiz: las astillas, aserrin y olote respectivamente, se generan en grandes volumenes,
como subproductos en la industria agroforestal. En esta investigacion, se estudié el desarrollo
cinético del micelio de Pleurotus ostreatus a partir de la biotransformaciéon de los residuos
agroforestales: astillas y aserrin de Quercus castanea y olote de Zea mayz. Para lo cual, se disefiaron
5 relaciones de sustratos y se inocularon con el hongo: S1: 100% astillas, S2: 50% astilla - 50%
olote, S3: 100% aserrin, S4: 50% aserrin - 50% olote, S5: 100% olote. El desarrollo de la biomasa
micelial se evalu6 por medio de la Eficiencia biolégica del crecimiento del hongo (EB) a los 10, 20 y
30 dias, y las caracteristicas microestructurales del material compuesto, se analizdé por microscopia
electrénica de barrido (MEB). Los resultados mostraron mayor velocidad de crecimiento de micelio
y una alta EB final superior al 90%, para los sustratos que contienen olote de maiz (S2, S4 y S5), la
morfologia de los bioplasticos, evidencia la formacion de sus células hifales entrecruzadas. Se
determiné que los sustratos, ademas, de las condiciones adicionales como humedad, oxigeno,
acceso a nutrientes contribuyen en la produccién del bioplastico.

INTRODUCCION

La alta demanda de plastico y el aumento de produccién agroforestal, han traido importantes
consecuencias ambientales en los diferentes ecosistemas. La sustitucién del plastico tradicional por
bioplastico, asi como el reciclaje de subproductos agroforestales, son una estrategia que contribuye
una solucién a la contaminacion ambiental y la escasez de recursos naturales (Elsacker et al., 2022;
Worawoot et al., 2022).

El micelio, es la parte vegetativa de los hongos, que consiste en estructuras tubulares y alargadas
que se interconectan en forma de redes, llamadas hifas (Soh & Ferrand, 2022). Las hifas, son células
rodeadas por una pared celular rigida compuesta por quitina, glucanos y glicoproteinas. Estas
células, crecen naturalmente degradando y uniendo las particulas de residuos agroforestales
fungiendo como un adhesivo natural dando como resultado bioplasticos ecolégicos; que se integran
al modelo de economia verde, ya que producen y se degradan integrandose a un biociclo en la
sociedad (Gan et al.,, 2022). Las aplicaciones mas utilizadas de estos bioplasticos, son como
materiales de aislamiento térmico y acustico en la construccion, como embalaje sustituyendo al
poliestireno expandido, y como textil vegetal (Yang et al., 2021). Asi también, la aplicacion de los
bioplasticos puede ser ajustada de acuerdo a las especies de hongos, sustratos, condiciones de
crecimiento y el método de procesamiento posterior (Antinori et al., 2020).

Por otra parte, los olotes de maiz, astillas y aserrin de la madera de encino, se generan en grandes
cantidades como subproductos en la industria agroforestal, estos residuos organicos constituyen una
buena fuente de nutrimentos al utilizarlos como sustratos, que pueden ser sometidos a una
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transformacion biolégica de colonizacién de micelio y generar materiales con mayor valor agregado
(Yang, Park, & Zhao, 2021).

En esta investigacion, se evalla la formacion de bioplasticos a partir de la biotrasformacién de
residuos agroforestales de Quercus castanea y Zea mayz, por el hongo Pleurotus ostreatus.

PARTE EXPERIMENTAL

Material inicial

e Esporomas de Pleurotus ostreatus.

e Aserrin (1.36 £ 0.4 mm tamafio de particula) y astillas (3.5 * 0.2 + 0.6 cm tamafio de particula)
de Quercus castanea.

e Olote de maiz (1 £ 0.2 cm).

Elaboracion de bioplasticos

Para elaborar los bioplasticos, inicialmente, se obtuvo el micelio del hongo, por medio del aislamiento
y germinacién de esporas obtenidas de los frutos de P. ostreatus (esporomas) en cajas Petri con
medio de cultivo PDA. Consecutivamente, se disefiaron 5 mezclas de sustrato realizando 4 réplicas:
S1: astillas 100%, S2: astillas 50% -olote 50%, S3: aserrin 100%, S4: aserrin 50% - olote 50% y S5:
olote 100%. Los sustratos se prepararon a un pH de 6.5, hidrataron durante 24 horas inmersos en
agua y pasteurizaron. Después de la preparacién, en moldes cubicos de 5 cm x 5 cm, se inocularon
3 cm del micelio obtenido en cajas Petri y se llevaron incubacion durante 30 dias a 28°C. Finalmente
se desmoldaron y llevaron a secado a peso constante a 40°C.

Cinética de crecimiento

Se determiné el desarrollo de micelio de Pleurotus ostreatus mediante su eficiencia bioldgica (EB) y
cinética, a partir de la biotransformacién de los residuos agroforestales: astillas, aserrin de encino y
olote alos 10, 20 y 30 dias. EB = (peso de micelio fresco obtenido/peso de sustrato himedo utilizado)
*100. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante Anova/Tukey con 0.05 de significancia.

Andlisis morfolégico

La morfologia del desarrollo cinético de las células hifales fue analizada mediante microscopia
electrénica de barrido (MEB) a los 10, 20 y 30 dias.

RESULTADOS
Andlisis cinético

Los resultados de la EB y cinética de crecimiento del hongo (fig. 1 y 2), mostraron que los sustratos;
S1: astillas, S2: astillas/olote, S3: aserrin, S4: aserrin/olote, S5: olote, presentan un efecto
significativo en el desarrollo del micelio de P. ostreatus, para la produccién de bioplasticos a los 10,
20 y 30 dias. El P. ostreatus, tuvo un mayor y constante crecimiento en los sustratos que contienen
olote, obteniendo una EB final superior al 90%, mientras que su desarrollo fue menor en los sustratos
de madera aislada S1: aserrin y S3: astillas. Estos resultados, se les atribuyen a los nutrientes de
los sustratos y el tamafio de particula, ya que puede afectar el acceso del micelio a los nutrientes,
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agua y oxigeno. Un tamafio de particula pequefio en el S1: aserrin, dificulta la aireacién necesaria
para la respiracion, y un tamafio muy grande en el S3: astillas, es inadecuado por los grandes
espacios generados, haciendo dificil el acceso del micelio a los nutrientes. En los sustratos en
mezcla, las particulas del olote lo hacen mas favorable para el desplazamiento de las ramificaciones
celulares, facilitando la aireacién, accesibilidad de nutrientes y retencion de agua (Aubrey et al.,
2022).

Eficiencia bioldgica (%)

100.0 856 877846 905881919907
80.0
60.0 ::l 46.1 422
20.0 35.3 32 0
0.0
10 dias 20 dias 30 dias
Tlempo

m S1: astillas S2: astillas/olote  m®mS3: aserrin  ®S4: aserrin/olote  ®m S5: olote

Figura 1. Eficiencia biolégica del Pleurotus ostreatus desarrollado en los sustratos; S1: astillas, S2:
astillas-olote, S3: aserrin, S4: aserrin-olote y S5: olote, a los 10, 20 y 30 dias.

Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus (%)

S5: olote
S4: aserrin-oloe
S3: aserrin

S2: astillas-olote

S1: astillas

|i10 dias ®20dias ®30 dlas

Figura 2. Cinética de crecimiento del Pleurotus ostreatus en los sustratos; S1:. astillas, S2:
astillas/olote, S3: aserrin, S4: aserrin/olote y S5: olote, a los 10, 20 y 30 dias.

Andlisis morfolégico

La fig. 3 muestra las microestructuras de desarrollo de los bioplasticos mediante MEB, exhiben el
desarrollo células hifales, tubulares y alargadas que se entrelazan sin orden formando ramificaciones
y uniendo las particulas de los sustratos. Algunas células, presentan rugosidades ocasionadas por
la presién de turgencia que ocasiona el estrés ambiental, a su vez, muestran didmetros de diversos
tamafios en los diferentes sustratos donde se desarrollaron. Las 5 mezclas de sustratos, presentaron
diferentes morfologias en las ramificaciones hifales durante su crecimiento (10, 20 y 30 dias). El
desarrollo de estas células, tiene que ver con el sustrato y las condiciones de incubacion. A los 10
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dias estos sustratos empiezan a mostrar el desarrollo de hifas, con diametros promedio de 0.9 + 0.8
pm y 0.3 £ 0.2 um, los cuales son menores a los demas sustratos (S2: 1.6 £ 0.3 um, S4: 1.5+ 0.1
pmy S5: 1.6 £ 0.5 um). Es notorio el aumento de las ramificaciones de células, fusionadas, continuas
y amorfas, asi, como el aumento de diametros, en aquellos sustratos que contienen olote (S2, S4 y

S5). A los 30 dias, todos los sustratos presentan hifas mas gruesas con diametros que llegan hasta
los 4.5 um, correspondientes a la piel fungica de los bioplasticos.

10 dias 20 dias

Figura 3. Morfologia de hifas de Pleurotus ostreatus en los sustratos; S1: astillas, S2: astillas-olote,
S3: aserrin, S4: aserrin-olote, S5: olote a 2500x.
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CONCLUSIONES

Después de analizar el desarrollo cinético y morfolégico del micelio de Pleurotus ostreatus entre los
sustratos de S1: astillas, S2: astillas-olote, S3: aserrin, S4: aserrin-olote, S5: olote, se determina que
estos influyen de forma directa en su crecimiento, presentando mejores resultados en los sustratos
con olote S4, S5 y S2. Lo cual esta condicionado a los nutrientes y tamafios de particula, que
promueven el acceso a los nutrientes, humedad y oxigeno. Los bioplasticos de micelio, presentan
una alternativa ecoldgica y de bajo costo para remplazar al plastico tradicional de origen fésil.
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RESUMEN

La superovulacion es una técnica de estimulacion ovarica para aumentar el nimero de ovocitos de
un ciclo reproductivo a través de la administracion hormonal. Una de las hormonas que se utilizan
en esta técnica es la gonadotropina coridnica equina (eCG), glicoproteina que esta presente en el
suero de yeguas en gestacién. La actividad de la eCG es similar a la de las hormonas FSH y LH, sin
embargo, su utilizacion se ve dificultada por los costos y tramites de importacién. A partir de ello, se
estudia la aplicacion de la eCG anteriormente llamada gonadotropina sérica de yegua gestante
(PMSG, por sus siglas en inglés), para estimular hembras de interés productivo o de investigacion.
El presente trabajo analiz6 el efecto de la estimulacién ovarica con PMSG que habia sido
criopreservada por 3 afios a -20°C. La PMSG fue obtenida a partir del suero de una yegua de 75
dias de gestacién, se inactivl y se congel6 a -20°C hasta su uso. Se utilizaron 8 hembras hamster
sirio dorado de 3 meses de edad, 120g de peso promedio y ciclos estrales regulares (4 dias),
mantenidas en condiciones estandar de bioterio con un fotoperiodo de 14h luz/10h oscuridad. Un
grupo de 4 hembras (GE) fueron superovuladas con 1mL de PMSG intraperitoneal el dia del estro.
Al grupo control (GC, N= 4 hembras) se les aplicd agua intraperitoneal. A las 120 h de la inyeccion,
se colectaron los ovocitos de los oviductos de las hembras de ambos grupos, con 0.5 mL de DPBS.
Se determind el nUmero promedio de ovocitos colectados y los correspondientes cuerpos lateos (CL)
en los ovarios. Los resultados se evaluaron estadisticamente con la prueba t-Student (p<0.05)
observandose que, el nimero promedio (+DE) de ovocitos colectados en el GC fue menor al del GE
(8+2 vs. 39+17, respectivamente; p=0.017). Lo mismo ocurrié para el nimero promedio (xDE) de CL
presentes en los ovarios, que en el GC fue inferior al del GE (10+2 vs. 4619, respectivamente;
p=0.013). Se concluye que la estimulacion con PMSG congelado por 3 afios a temperatura de -20°C
fue efectiva en el hamster al favorecer la superovulacién, con 4 veces mas ovocitos por hembra.

INTRODUCCION

En diferentes momentos y tematicas de la ciencia, un conocimiento alterno o quiza uno no esperado,
de pronto resulta de mucho mayor interés y trascendencia que el planteado en el objetivo de la
investigacién. Asi la aplicacion de vacunas preparadas en equinos (especificamente en yeguas
gestantes) provocé la aparicion en hembras de diferentes especies animales (0 incluso en mujeres)
gue las recibian, de un efecto postvacunal con estimulacion ovarica (super ovulacion). Al principio
se pensO en un mecanismo desconocido o azaroso, posteriormente se verificé que era “algo” que
acompafiaba a la vacuna y al suero de la yegua, donde se elaboraba el bioldgico. Poco a poco y
con la participacién de diferentes especialistas, se alcanzé a dilucidar que estaba relacionado con
las altas concentraciones de FSH y LH que la yegua produce en un periodo determinado de su
gestacion para auto inducir ovulacion y con ello la formacion de méas Cuerpo Luteos alternos,
proveedores de altas concentraciones de progesterona, vitales para el soporte de la gestacion, es
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por ello que el nombre descrito para este suero rebosante de gonadotrofinas fue de Pregnant Mare
Serum Gonadotropin (PMSG o Gonadotrofina Sérica de Yegua Gestante).

Al principio de su aplicacion en animales, se prefirié utilizarla asi, al natural, solo colectando el suero
de las yeguas en cuestion e inactivandolo. Este Ultimo, es un proceso donde el suero se somete a
bafio Maria a 60°C durante 30 o 40 minutos, para la inactivacion del sistema del complemento.
Posteriormente la PMSG podria ser utilizada en diferentes hembras o protocolos especificos para
inducir la sUper activacién ovarica. La industria farmacéutica pronto tomo el liderazgo y control de
este hallazgo, que en el sentido comercial habria que pagar a laboratorios internacionales, los cuales
fijaban el precio. Con las mejoras en otras areas del conocimiento, aunados a algunas restricciones
de bienestar animal europeas, para continuar con el método de obtencion del suero de yeguas, se
dio paso a la produccién de PMSG (ahora Gonadotrofina Coriénica Equina, eCG) recombinante,
utilizando para ello cultivos bacterianos. Esto ademés conllevé aumentos constantes en el precio,
asi como de su disponibilidad.

Al igual que otras técnicas y diferentes campos requeridos de dicho insumo, de pronto aparece la
pregunta ¢De vuelta a lo basico?, es decir a la obtencién del suero de yegua gestantes, su
inactivacion y utilizacion.

TEORIA

El suero es la parte liquida de la sangre de un animal, al que se le extraen las células sanguineas y
las proteinas coagulantes. Se encuentra compuesto por diferentes elementos, entre los que
destacan el agua, albumina, globulinas, lipoproteinas, aminoacidos, hormonas, iones y glucosa
resultando en un color amarillento claro y con una densidad de 1.04 g/ml. Los usos de este liquido
son diversos y van desde la inmunologia, la reproduccién, el andlisis clinico, la microbiologia,
farmacologia y otros (Fernandez, 2018).

Especificamente el suero equino, se ha estudiado desde finales del siglo XIX en la rama de la
inmunologia, buscando la creacion de vacunas para diversas enfermedades a partir de antitoxinas
en paises europeos. Ademas en dichas técnicas, se utilizaban sueros de otros animales domésticos
como los borregos y las cabras, sin embargo, el uso de yeguas era preferente, debido al tamafio del
animal y el volumen sanguineo que éste presenta, asi como la resistencia de la especie a los diversos
procedimientos a los que era sometida (Yanes, 2020). Los primeros experimentos con el suero
equino se realizaron a principios de 1900, con el consecuente revuelo bioético de la época y bajas
en algunos ejemplares durante el proceso de estandarizacion. Es hasta 1930, que dicho suero se
le confiere interés por su efecto en la reproduccion de otras especies, y se caracteriza por primera
vez la PMSG (Yanes, 2020).

La eCG (gonodotropina coriénica equina), es una hormona glicoproteica producida en las copas
endometriales de las yeguas prefiadas. Se conoce que al administrarla a especies ajenas a la yegua
logra una actividad similar a la de las hormonas LH (luteinizante) y FSH (foliculoestimulante),
teniendo en consecuencia afinidad por los receptores ovéaricos (Renis y Lépez, 2014). Las copas
endometriales donde se produce, son un derivado fetal compuesto por células trofoblasticas que se
originan en el cinturon coriénico (membrana externa embrionaria que dara origen a la placenta).

La gestacion en yeguas dura entre 315 y 345 dias. El diagnostico de prefiez se puede realizar entre
los dias 9 y 12 post ovulacion. La vesicula embrionaria tiene un crecimiento mayor durante los
primeros 18 dias y cambia constantemente de posicién dentro del Utero hasta implantarse entre los
dias 13 y 19 post ovulacion en la base de alguno de los cuernos uterinos y esto sucede gracias al
proceso conocido como placentacion. La viabilidad embrionaria puede asegurarse entre los dias 21
y 26 post ovulacion con el indicador del latido cardiaco del embridon (Paredes, et al., 2012). Las copas
endometriales se forman entre los dias 35 y 40 después de la concepcion y su maxima capacidad
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de produccién hormonal se encuentra entre los 60 y 75 dias, siendo indetectable a los 80 dias. En
la yegua esta hormona solo tiene actividad similar a la de la LH llevando al desarrollo de cuerpos
lGteos accesorios que contribuyen a un aporte extra de progesterona para mantener adecuadamente
la gestacion (Paredes, et al., 2012).

Su efecto es especifico en receptores de la granulosa y de la teca, estimulando la secrecién de
estradiol y progesterona. La PMSG estimula el desarrollo de foliculos grandes y medianos e induce
la ovulacién, teniendo un efecto dosis dependiente (a mayor cantidad administrada, mayor efecto).
Se ha observado que al aumentar el tamafio del foliculo preovulatorio, el cuerpo liteo que se
desarrolla posteriormente es de mayor tamafio, produciéndose una mayor concentracion
de progesterona (Renis y Lopez, 2014). Debido a estas propiedades es que se utiliza la PMSG en
técnicas de estimulacion ovarica como la superovulacion, es una técnica que consiste en la induccién
de multiples ovulaciones gracias a la aplicacién de hormonas gonadotropinas, con el objetivo de
aumentar el nimero de foliculos ovulatorios (Contexto ganadero, 2016).

La actividad similar a las gonadotropinas LH y FSH, asi como el aumento de progesterona y estradiol
resulta fundamental debido a que participan en el ciclo estral de la hembra. Este ciclo estral o ciclo
reproductivo es un conjunto de acontecimientos fisiolégicos que regulan periédicamente la
receptividad femenina en el ovario. Consta de cuatro fases: proestro, se lleva a cabo el crecimiento
de los foliculos preovulatorios y los niveles de progesterona son muy bajos, mientras que los
andrégenos empiezan a convertirse en estrégenos; estro, aumentan los niveles de estrégeno y se
propician los signos del celo; metaestro, la actividad de la progesterona induce el desarrollo inicial
del cuerpo lateo y en el diestro (Guaqueta, 2009). La progesterona actia especificamente en el
metaestro con el desarrollo inicial del cuerpo liteo, mientras que en el diestro aumenta regulando la
actividad del cuerpo lateo y posteriormente produciendo la luteolisis. Hay que recordar que el cuerpo
liteo se forma a partir del foliculo de Graaf y cuando el ovocito sale del foliculo después de la
ovulacién gracias a la actividad hormonal (Guaqueta, 2009).

Por otro lado, el hamster Sirio dorado es un pequefio mamifero perteneciente al orden de los
Rodentia, especificamente a la familia Cricetidae. Procede de Asia menor y su nombre en arabe
significa “sefor de las alforjas", debido a la notable cantidad de espacio de almacenamiento en las
bolsas de sus mejillas, llamados abazones (Musser y Carleton, 2005). Este animal ha sido
introducido a los bioterios para facilitar el estudio de diferentes aspectos biolégicos de forma sencilla
y econémica en comparacién con otras especies, destacando los reproductivos, debido a que cuenta
con caracteristicas especificas para obtener informacion relevante en este campo (Navarro et al.,
2000), por ejemplo, el ciclo estral se presenta cada cuatro dias de forma regular y puede observarse
con extrema facilidad, debido a una secrecion blanquecina en sus genitales denominada secrecion
vaginal post ovulatoria (SVPO); por otro lado, su gestacién es corta de tan solo 16 dias, dando a luz
un namero de crias de entre 10 a 12 por camada. Ese mismo ndmero de ovocitos y cuerpos lateos
se reportan naturalmente en cada ciclo reproductivo (Navarro et al., 2000).

El trabajo experimental presente sugiere que el suero de yegua gestante puede conservar sus
propiedades de actividad hormonal, a pesar de ser sometido a un almacenamiento prolongado en
condiciones de refrigeracion, dichas propiedades hormonales permitiran la super ovulacion de
hembras hamster al ser administrado intra peritonealmente. La super ovulacion con este tipo de
suero resulta importante, debido a que se aumenta considerablemente la produccién y obtencién de
ovocitos por ciclo reproductivo de forma natural, de modo que se reduce la cantidad de individuos
experimentales, los sacrificios y otro tipo de recursos materiales, por otro lado, los ovocitos obtenidos
a través de este procedimiento tendrian diferentes aplicaciones en técnicas biotecnoldgicas de
reproduccién animal asistida como por ejemplo en fertilizacién in vitro o clonacion.
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PARTE EXPERIMENTAL

Se seleccionaron 8 hembras jévenes de hamster Sirio dorado en condiciones saludables. Se alojaron
en cajas de acrilico, con cama de viruta (con cambio cada 4 dias) y se mantuvieron dentro del bioterio
con una temperatura promedio de 26°C, con fotoperiodo de 14 horas de luz por 10 de oscuridad,
alimento y agua fresca a libre acceso. En estas condiciones controladas se realiz6 el seguimiento de
su ciclo reproductivo (estral), monitoreando diariamente el estro, es decir, la presencia de la
secrecion vaginal post ovulatoria (SVPO), que es una secrecion blanquecina facilmente visible en
el orificio genital de la hembra al presionar la zona abdominal.

El monitoreo de al menos 3 ciclos regulares permite dar paso a la induccion de la super ovulacién, a
través de la hormona gonadotropina PMSG previamente alicuotada y almacenada durante 3 afios a
-20 °C. Se administrd, a un grupo (experimental), con jeringa estéril, 1ml por via intraperitoneal al
momento de presentar SVPO, en tanto que otro grupo (control) solo recibié agua. Las hembras se
sacrificaron alrededor de 120 horas (5 dias), después de la inyeccién, a través de la técnica de
dislocacion cervical para la posterior obtencién de sus ovocitos. Las hembras se colocaron en
decubito dorsal para realizar un corte en la linea media ventral con tijeras a 4 cm por arriba del area
genital. La incision abarco piel y musculo. Se diseccioné el aparato reproductor: ovarios y oviductos
retirando grasa (utilizando tijeras y pinzas de diseccion).

Los ovarios y oviductos obtenidos se lavaron con solucion salina (PBS), se secaron con papel
higiénico y se separaron en cajas de cultivo de cuatro pozos. Bajo el microscopio estereoscépico se
retird la bolsa ovarica (con pinzas de relojero y tijeras de diseccion) para permitir la perfusion
oviductal. Dicha perfusion se realizd para cada oviducto localizando el ostium y perfundiendo 50
microlitros de PBS a través de una jeringa de insulina con aguja sin bisel, e intervenida para formar
un angulo de 90° en su punta. Se recuperd la solucion obtenida de la perfusion y en el microscopio
Optico invertido se localizaron y contabilizaron los ovocitos. Dicho conteo debe ser coincidente al de
los cuerpos lUteos presentes en los ovarios vistos bajo microscopio de diseccion. Por dltimo, se
realizé un analisis estadistico a través de la prueba t-Student (p<0.05).

RESULTADOS

Se cuantifico la cantidad de ovocitos en el grupo de hembras a las que se les administré PMSG asi
como a las hembras que se les administré solo agua. Los resultados evaluados estadisticamente a
través de la prueba t-Student (p<0.05) reflejaron que el nimero promedio (+DE) de ovocitos
colectados en el grupo control (n=4), fue menor al del grupo experimental (n=4) (8+2 vs. 39%17,
respectivamente; p=0.017, Figura 1). Sin embargo en una de las hembras estimuladas con PMSG
no se obtuvo el resultado esperado, lo cual se piensa pudo haberse atribuido en un error en la
aplicacion intraperitoneal o en la perfusién oviductal para la recuperacion de los ovocitos y su
visualizacion. En las demas hembras (3) la respuesta estimulatoria de la PMSG es evidente.
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Fig 1. NUmero de ovocitos recuperados post aplicacion
de PMSG o agua intraperitoneal.
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En cuanto al numero de cuerpos liteos registrados en los ovarios de ambos grupos de hembras
hamster, fue evidente que el promedio del grupo control fue menor con respecto al grupo
experimental (10£2 vs. 4619, respectivamente; p=0.013, Figura 2).

Fig. 2 NUmero de cuerpos luteos contabilizados post
aplicacién de PMSG o agua via intraperitoneal.
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Ademas, se aprecia que en el primer par de hembras, se tuvo una mejor respuesta en la formacién
de CL con la PMSG que con el agua, casi con el doble del nimero de CL. Esto confirma que la
PMSG estimula la accién ovérica, sin embargo al no ser de la magnitud de las otras hembras (de la
2 ala 4), es posible que hubo un error en la aplicacién intraperitoneal, ademas que no se recuperaron
los ovocitos oviductales, por lo que en la Figura 1, no se aprecid esta estimulacion en el primer par
de hembras. A pesar de ello, en la mayoria de las hembras la respuesta estimulatoria, confirma
gue la actividad de la PMSG almacenada a -20°C durante tres afios, se mantiene y puede ser
utilizada de manera confiable para obtener una respuesta superovulatoria satisfactoria. La
visualizacion y en consecuencia el registro de los ovocitos es altamente confiable, especialmente si
se utiliza el microscopio invertido como puede verse en la Figura 3. Ademas se confirma la
estimulacion de los receptores de FSH y LH inducida por la PMSG para formar CL (Figura 4) es decir
un efecto intraespecies. Cabe mencionar que la PMSG es utilizada en diferentes especies animales
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tanto de produccién (bovinos, ovinos, caprinos, cerdos y conejos) como de investigaciéon (ratas,
ratones, cuyos, gerbos y conejos).

Figura 3: Ovocitos (flechas) obtenidos tras la superovulaciéon en hembras hamster observados en
microscopio invertido a 10x. Se aprecia claramente la zona pellcida y el primer cuerpo polar,
indicativo del estado de maduracidn ovocitaria.

Figura 4: Ovario de hamster visto en microscopio estereoscépico (10X). Se observa la estimulacion
ovarica provocada por la administracion de PMSG. Cada cuerpo liteo se aprecia como una esfera
enrojecida en la parte superior del ovario (flechas).

CONCLUSIONES

Se puede concluir que la eficacia del suero de yegua gestante (PMSG o eCG) sometido a un
almacenamiento de 3 afios a -20°C, mantiene sus propiedades, debido a que logra la estimulacion
ovarica en hamster Sirio dorado obteniendo 4 veces mas la cantidad de ovocitos en el grupo de
hembras en las que fue administrado dicho agente, en comparaciéon con hembras que no lo
recibieron.
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RESUMEN

La necesidad de conservar material biol6gico de especies productivas y de aquellas en riesgo de
extincién, hace de los bancos de germoplasma una opcidén necesaria. Anteriormente, estos estaban
limitados a incorporar células germinales (ovocitos y espermatozoides) y embriones. Actualmente es
posible formar estos bancos con tejidos de drganos como la piel y células somaticas derivadas de
ésta, que luego puedan utilizarse en la produccion de embriones mediante la transferencia nuclear
de células sométicas o clonacién. Los fibroblastos han sido ampliamente utilizados para este
propdsito. Por lo que el objetivo del presente estudio fue derivar fibroblastos de piel de bovinos de
razas élite por diferentes métodos, para formar un banco de germoplasma de estas células que
puedan utilizarse en la clonacion. Se tomaron biopsias de 0.5 cm? de piel de oreja de bovinos de
razas Angus, Holstein, Simbrah, Tuli y Simmental, provenientes de la FES-Cuautittan UNAM y de la
UANL. Las biopsias se desinfectaron y unas se sembraron como explantes de 1mm2 en cajas Petri
conteniendo DMEM con 20% de SFB (método mecénico). Otras se sometieron a digestion
enzimética con colagenasas | y Il durante hora y media a 38°C (método enzimatico). Otras mas se
trabajaron como explantes que luego se sometieron a digestion enzimatica (método mixto). El
paquete celular obtenido se resuspendié en DMEM con 20% de SFB y se sembr6 en cajas Petri con
el mismo medio. Las cajas se incubaron a 38.5°C, 5% de CO2 y humedad a saturacién, hasta lograr
la confluencia. En todos los tratamientos se derivaron células que corresponden a fibroblastos. Estos
se sometieron a 4 pasajes celulares congelando la mitad de la poblacién de cada pasaje a -196°C.
Se observaron diferencias en cuanto a la poblacién celular, los tiempos de crecimiento y de
confluencia celular; siendo mas eficiente el método enzimatico, seguido del mixto y del mecanico
(p>0.05). Sin embrago, los tres métodos permitieron obtener fibroblastos y formar un banco de
germoplasma.

INTRODUCCION

Ante la posibilidad de pérdidas de los recursos zoogenéticos, surge la necesidad de disponer de
material genético “ex situ” e “in vitro”, conservado en bancos de germoplasma y cuya finalidad es la
colecciéon de material genético (espermatozoides, ovocitos, embriones, células sométicas), para
evitar que se afecten los sistemas de produccion pecuaria y se reduzcan las poblaciones silvestres.

En la produccién ganadera, la conservacion de material genético perteneciente a razas puras y/o
autoctonas, puede resultar en futuras soluciones de investigacion biol6gica, teniendo en cuenta que
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la pureza racial sirve para asegurar un nivel de uniformidad genética de la poblacién. A esto se le ha
denominado conservacién de los recursos zoogenéticos.

Bajo este concepto, con la finalidad de obtener resultados benéficos para la conservacién y
preservacion de las especies se han desarrollado biotecnologias de la reproduccion animal asistida,
como la Transferencia Nuclear de Células Somaticas (TNCS). En ella, una célula somatica es
transferida en un ovocito enucleado y fusionada con él mediante impulsos eléctricos, el embrién
resultante sera una réplica genética de la especie que se desea reproducir (Galli et al., 2021).

Ante la necesidad de rescatar genéticamente las poblaciones animales, en 1999 Dominko et al.,
realizaron la transferencia nuclear de células somaticas interespecie (TNCSI), en el que tomaron
células somaticas de mono, borrego, cerdo, conejo y rata, para fusionarlas con ovocitos enucleados
de vaca. Esta es una potencial herramienta para el rescate de especies tanto domésticas como
silvestres en peligro de extincion. En esencia, consiste en tomar una célula somatica de la especie
gue se desea clonar, introduciéndola en un ovocito enucleado de una especie de diferente orden e,
incluso, taxén (Mrowiec et al., 2021).

Por lo que el objetivo de este trabajo fue probar diferentes métodos para derivar células de piel de
bovinos élite de diferentes razas, y formar con ellas un banco de recursos genéticos como fuente de
carioplastos para la clonacion de bovinos en programas posteriores de produccion in vitro de
embriones.

TEORIA

Los fibroblastos son el tipo celular mas abundante del tejido conectivo, pueden aislarse a partir de
tejidos corporales como la pulpa dental y ligamento periodontal, y a partir de érganos como: higado,
pancreas, musculo y tejido epitelial (piel) (Sriram et al., 2015).

Con los fibroblastos se han generado exitosamente embriones y nuevos individuos mediante la
TNCS (Cortez et al., 2021).

Para su deriva en cultivos primarios, se han probado diferentes métodos como son los explantes, la
disgregacion enzimatica o la combinacion de ambos. Una vez derivadas, las células somaticas
podran incorporarse a los bancos de germoplasma por un tiempo indefinido hasta su uso.

Por otro lado, la crioconservacion de células es de importancia para generar bancos de recursos
genéticos (bancos de germoplasma), como medida de conservacion de células y gametos de
importancia genética. Asi se contard con la infraestructura adecuada para identificar y adquirir
germoplasma de las principales razas de ganado. Estos programas se llevan a cabo en diversos
paises, aunque presentan ciertas limitantes, debido a la falta de asociaciones de razas, escazas
bases de datos que incluyan datos genotipicos y fenotipicos, ademas de que requieren de protocolos
Optimos para la recoleccién de muestras en campo para los diversos tipos de germoplasma (Purdy
et al., 2016).

La crioconservacion estd basada en la correcta y adecuada aplicaciéon de protocolos de congelacion
del material biolégico, con la finalidad de asegurar la viabilidad y funcionalidad celular a bajas
temperaturas. Este proceso debe procurar inducir un menor nimero de variaciones extremas en las
propiedades quimicas, térmicas y eléctricas que pudieran alterar las membranas celulares, los
organelos y la interaccion célula-célula inherente en las células y tejidos a crioconservar (Avila-
Portillo et al., 2006; Aydogdu et al., 2021).
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PARTE EXPERIMENTAL
Biopsias de tejido auricular de bovino

Se obtuvieron biopsias de piel de oreja de bovinos (Bos taurus y Bos indicus), de ejemplares vivos
pertenecientes a la FES Cuautitlan de la UNAM (razas Angus de 5 afios y Holstein de1 afo, ambas
hembras) y ejemplares pertenecientes al Centro de Investigacion en Produccion Animal (CIPA) de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (razas Simbrah de 5 afios y Tuli de 1 afio, hembras, ademas
de un ejemplar macho de raza Simmental de 6 afios).

De cada ejemplar se rasurd un area de 1 cm2 de la parte posterior de la oreja, se lavé con una
solucion de clorhexidina al 2% y desinfectd con alcohol al 70% por 3 minutos. Mediante un “punch”
(dispositivo para la obtencién de biopsias), se efectué una muesca y la biopsia de 0.3 cm2 se coloco
en un tubo Falcon de 15 mL con solucién de transporte refrigerada para su traslado al laboratorio
(Tovar et al., 2008; Navarro-Maldonado et al., 2015).

Deriva de fibroblastos de piel en cultivos primarios

Se evaluaron 3 tratamientos para la deriva celular: 1. Por disgregaciéon mecanica, 2. Por disgregacion
enzimatica y 3. Por combinacién de ambas (mecanica- enzimatica M-E).

Para la disgregacion mecanica, la biopsia se fragmenté utilizando un bisturi (explantes), sembrados
de esta forma para su adherencia a la caja de Petri en medio de cultivo para la deriva celular. Para
la disgregacion enzimatica, el tejido se fragmenté de la misma forma ya descrita y posteriormente se
colocé en un tubo Falcén con Colagenasas tipo | y Il 0.02% y se incubé 2 a 3 horas a 38.5 °C en
oscilacion constate. La disgregacién M-E, consistid en tomar el sobrenadante resultante de la
disgregacion enzimatica y someterlo al procedimiento descrito para la disgregacién mecanica. Las
cajas que contuvieron los tejidos fueron adicionadas con 3 mL de medio de cultivo con 1ng/mL de
EGF (Epidermal Growth Factor, por sus siglas en inglés) (Navarro-Maldonado et al., 2015).

Las muestras se mantuvieron en las condiciones sefialadas hasta alcanzar la confluencia (poblacién
con mas del 90% de células adheridas a la base de la caja de cultivo).

Una vez confluentes, las células fueron despegadas de su matriz extracelular y de la base de la caja
de Petri utilizando 1mL de Tripsina-Verseno (0.05%/0.05%) por 8-10 minutos. Transcurrido este
tiempo, se detuvo la accion de las enzimas adicionando 1mL de DPBS con 10% de SFB.
Posteriormente se centrifugaron a 1800 rpm. El paquete celular fue resuspendido en 1 mL de DMEM
suplementado, se sembré en una caja de Petri adicionando 2 mL de medio suplementado. Los
pasajes celulares se efectuaron cada 7 -10 d, para lo cual se despegaron las células y se
resembraron segun los métodos ya descritos.

La poblacién celular se dividio en dos, una fue resembrada para continuar con el proceso de cultivo
celular de cada pasaje, durante 3 pasajes, y la otra mitad fue crioconservada a -196°C. Para ello, las
células se despegaron de su matriz extracelular y de la base de la caja, y se evaluaron como ya fue
descrito. Se colocaron en criotubos de 1.5 mL conteniendo medio de congelacién a base de
dimetilsulféxido (DMSO 7%, SFB 15% en Medio Minimo Esencial o DMEM, In Vitro, S.A.), el volumen
celular se determin6 al tomar muestras y hacer los conteos en la camara de Neubauer con 10 yL de
esta suspensioén. Los criotubos fueron sometidos a congelacién enfriandolos a 4 °C por 1 hora, a -
80°C por 54 dias y después a -196°C por 30-90 dias hasta su uso (Navarro-Maldonado et al., 2015).
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RESULTADOS

En los tres métodos de deriva celular evaluados fue posible derivar fibroblastos (Figura 1) en todas
las razas. En el método enziméatico se obtuvo mas del doble de fibroblastos que con los otros dos
métodos (mecanico y mixto) durante el primer pasaje, aunque sin diferencias significativas entre
grupos (Tabla 1). Para el segundo pasaje, el método con mayor nimero de fibroblastos volvié a ser
el enzimatico, seguido del mixto y finalmente el mecanico, sin haber diferencias significativas entre
métodos. Para el tercer pasaje el enzimatico volvio a ser el método con mayor nimero de
fibroblastos, sin haber diferencias significativas. La edad de los animales muestreados no mostro ser
un factor determinante para el cultivo celular ni para que éstos lograran la confluencia celular.

Figura 1. Imagenes comparativas de cultivos celulares. Literales en mayusculas corresponden a
fibroblastos de bovinos élite en cultivos. Literales en minudsculas, corresponden a fibroblastos
reportados en la literatura. Aumento a 40X. (Takashima, 1998; Lin et al., 2009; Seluanov et al., 2010).

Tabla 1. Numero de fibroblastos (promediot EE) y pasajes celulares
continuos, segun los métodos utilizados para la deriva de fibroblastos (n=7).

Método empleado
pasaie . itico | ecénico -
Mecanico Enzimatico Enzimatico
(Mixto)
812,625 + 2,160,400 £ 924,000 +
1° 83,478 543,479 386,917
1,424,500 + 2,927,320 £ 2,400,200 +
2° 479, 199° 1,010,312 299,137°
2,275,107 + 2,647,125 + 2,266,000 +
3° 859, 909 1, 000, 519 856, 447
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CONCLUSIONES

Los programas de conservacion de organismos vivos contemplan el resguardo de la informacion
genética en bancos de germoplasma, de las especies de importancia econdémica y/o de especies
cuyas poblaciones estan en riesgo de desaparecer reproductivamente. Con ello se busca un
incremento rapido en ndmero de la diversidad genética, para el rescate de las especies (Navarro-
Maldonado et al., 2015; Galli et al., 2021). Por lo que los bancos de germoplasma de células
somaticas son una importante herramienta para la preservacion de las especies.

Las técnicas evaluadas en este estudio permitieron la deriva de fibroblastos, asi como los sucesivos
pasajes celulares, independientemente de la raza, sexo, edad y lugar de procedencia de los
ejemplares muestreados, demostrando su viabilidad. Tal y como sefialan Takashima (1998) y
Selokar et al. (2011), quienes reportaron la obtencién de cultivos primarios de fibroblastos a partir de
biopsias provenientes de orejas de individuos adultos en diferentes especies de mamiferos,
incluyendo a los bovinos. Lo que pone de manifiesto que son técnicas adecuadas para la formacion
de bancos de germoplasma.
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RESUMEN

La lenteja es apreciada por ser un alimento sostenible y nutritivo, constituye una fuente considerable
de carbohidratos, proteinas, fibra dietética y representa una importante opcion en la dieta de familias
de estratos socioeconémicos bajos. Estudios indican que las lentejas aportan un beneficio a la salud
proporcionado particularmente por la fibra dietaria, en la actualidad se ha demostrado su efecto sobre
patologias como el sobrepeso, obesidad, enfermedades cerebro-vasculares y del aparato digestivo.
Es importante mencionar que el contenido de fibra dietaria y demés nutrientes puede diferir
dependiendo de la variedad de lenteja que se trate y las condiciones que se utilicen para su
procesamiento, especificamente la temperatura utilizada durante la coccién. Existen diversas
variedades de lenteja, generalmente identificadas por su color, en México la variedad verde es la
que se produce principalmente, siendo Michoacan el estado productor primordial, la lenteja roja es
otra variedad que actualmente es de consumo cotidiano, esta legumbre se ha introducido
mayoritariamente por importacion. Expuesto lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto de la temperatura de coccién sobre el contenido de fibra dietaria total en dos
variedades de lenteja. Material de estudio: lenteja (Lens culinaris) variedades verde y roja, las cuales
fueron sometidas a un proceso de coccién, para la lenteja verde se utilizé una temperatura de 94°C
por 20 minutos Yy la lenteja roja a 94°C por 10 minutos. Posteriormente se llevaron a deshidratacion
por 12 horas a 70°C, una vez deshidratadas fueron molidas a un tamafio de particula de 0.25 mm
en un molino Goldenwall®. El control consistié en lenteja cruda pulverizada. A los pulverizados de
lenteja se les determind el contenido de fibra dietaria total siguiendo un método enzimatico
gravimétrico, el cual se basan en digerir las proteinas e hidratos de carbono con tres enzimas, alfa
amilasa, proteasa y amiloglucosidasa (marca Sigma-Aldrich®), el remanente se adjudica a la fibra
dietaria previo descuento del contenido de cenizas y proteinas. Los resultados indicaron una
disminucién en el contenido de fibra dietaria, la variedad verde cruda contiene 12.03 % y posterior a
realizar el proceso de coccion su contenido disminuy6 a 6.86 %, en tanto que para la variedad roja
cruda se tuvo un 9.60 % de fibra dietaria total y 2.40 % posterior a realizar la coccion. Considerando
los resultados obtenidos se concluye que el efecto de la temperatura de coccién es un factor que
influye en el contenido de fibra dietaria en las variedades de lenteja (Lens culinaris) verde y roja,
destacando que la variedad verde es la que presenta un mayor contenido de fibra dietaria en
comparacion a la variedad roja.

INTRODUCCION

En México histéricamente y en la actualidad el cultivo de leguminosas es relevante, se cultiva en
mayor medida frijol, haba, garbanzo y lenteja, la mayor superficie de cultivo es destinada al frijol (90.7
%), seguido de garbanzo (6.8 %), haba (2 %) y lenteja (0.5 %) (SIAP, 2020). Los principales estados
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productores de garbanzo son Sinaloa (42 %), Sonora (23%), Jalisco (13 %) y Michoacan (9 %), el
haba para grano, en Puebla (49 %), Veracruz (36 %) y Tlaxcala (9 %), la lenteja en Michoacan (90
%) y Guanajuato (10 %) (SIAP, 2020). El estado de Michoacén ocupa el primer lugar en produccién
de lenteja con cerca de 7 373 ha con una produccion de 7 689 toneladas (Saenz-Reyes, y otros,
2022).

Existen diferentes formas de consumir las legumbres, algunas de estas corresponden a aspectos
tradicionales y culturales. Sin embargo, las legumbres son principalmente reconocidas por su
contenido nutricional y los beneficios que proveen a la salud humana, siendo ademas de bajo costo,
actualmente se promueve su consumo, particularmente en regiones donde la disponibilidad de
alimentos es limitada (Hall, Hilen, & Garden-Robinson, 2017). Las legumbres son un alimento con
relevantes caracteristicas nutricionales; ademas de contener carbohidratos, tienen una alta
concentracién de proteinas y aminoacidos esenciales (lisina y leucina), son bajas en grasa y ricas
en compuestos antioxidantes, minerales y fibra dietaria, la cual fluctla entre 8 a 14 %, su contenido
y tipo (soluble e insoluble) depende significativamente de la legumbre (Hall, Hilen, & Garden-
Robinson, 2017). Estas propiedades nutrimentales son una herramienta significativa con lo que
puede favorecerse la lucha contra la desnutricidn, la mal nutricién, diabetes y enfermedades crénico-
degenerativas. Es importante mencionar que el porcentaje de cada uno de los nutrientes que
contienen las legumbres depende en gran medida de factores ambientales como el clima, origen
geogréfico, afio de cosecha y métodos de cultivo, asi como el tipo de legumbre y el cultivar (Taghi-
Gharibzahedi, Mousavi, Mahdi-Jafari, & Faraji, 2012).

Existen distintas variedades de lentejas, marrones, verdes, rojas, amarillas y negras beluga, la
variedad verde es la que se produce principalmente en Michoacan y la variedad roja se ha introducido
en el mercado mexicano mayormente por importacién. Las lentejas son apreciadas por sus
cualidades nutricionales, aportan de un 15 % a 30 % de proteina vegetal, ademas de contener
micronutrientes como calcio, hierro, magnesio, zinc, sodio, potasio, fésforo, selenio y vitaminas del
grupo B. Contienen carbohidratos digeribles e indigeribles, lo cual permite que al ser consumida no
se incrementen los niveles de glucosa en sangre, generando ademas una sensacion de saciedad
por mas tiempo, otros componentes destacables son los fendlicos y polifenoles, los cuales ayudan a
retrasar el envejecimiento celular y fibra dietaria, alrededor de 17g por cada 100 g, es importante
mencionar que el aporte nutrimental depende de la variedad de lenteja que se trate. En referencia a
la fibra dietaria (FD), se define como una sustancia de origen vegetal, la cual no puede ser digerida
por las enzimas del tracto digestivo humano, se compone por polisacaridos estructurales de las
plantas como celulosa, hemicelulosa, betacarotenos, pectina, mucilagos, gomas y lignina, siendo la
estructura particular de cada uno de ellos la que determina las propiedades fisiolégicas.

La fibra dietaria se clasifica cominmente como soluble e insoluble; la fibra soluble se disuelve en
aguay es capaz de formar un material gelatinoso, ayuda a reducir los niveles de glucosa y colesterol
en sangre, se puede encontrar mayormente en avena, guisantes, frijol, manzana, zanahorias y
citricos, la fibra insoluble se encuentra en mayor proporcién en trigo, salvado, frutos secos frijoles y
lentejas, promueve la digestién y aumenta el volumen del bolo fecal, por lo cual se recomienda su
consumo en personas que padecen de estrefiimiento (Cabrera & Cardenas, 2006). ElI consumo
recomendado de fibra dietaria por dia es de alrededor de 25 a 35 gramos, siendo importante de igual
manera un consumo adecuado de agua para una funcién fisiolégica correcta. Se recomienda su
ingesta desde los primeros afios de vida ya que a largo plazo ayuda a controlar factores de riesgo y
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mejoran el estilo de vida (Alvarez & Gonzélez, 2006). Es importante mencionar de igual manera los
efectos adversos que puede provocar un consumo excesivo de FD, ya que su fermentacion por parte
de las bacterias anaerobias en el colon puede llegar a producir flatulencias, distencién y dolor
abdominal, siendo recomendable que su consumo se realice de forma gradual para que el tracto
gastrointestinal se adapte.

Las lentejas de manera tradicional suelen ser consumidas en forma de menestras, ello implica que
la legumbre es sometida a un proceso hidrotérmico (coccién), generalmente a una temperatura de
94 °C por tiempos de 20 a 15 minutos para la variedad verde y de 15 a 10 minutos para la variedad
roja, la coccién genera cambios en sus propiedades nutrimentales y tecno-funcionales, diversos
estudios indican que el efecto térmico aplicado promueve el rompimiento de sus componentes,
celulosa, hemicelulosa, lignina, pectina y gomas, ademas de promover la interaccion y formacion de
enlaces con proteinas y lipidos, con respecto a la FD de igual manera su estructura se ve modificada,
promoviendo la interaccién y formacion de enlaces con proteinas y lipidos, volviendo a la FD mas
digerible y facil de procesar (Gonzalez, 2000).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la temperatura de coccion
sobre el contenido de fibra dietaria total en dos variedades de lenteja.

PARTE EXPERIMENTAL

Material de estudio: Lenteja (Lens culinaris) de dos variedades (verde y roja), la variedad roja fue
marca Lima Limon® y la variedad verde marca Verde Valle®. Ambas fueron adquiridas en un
mercado local y llevadas al Laboratorio de Biotecnologia “M.C. Victor Manuel Rodriguez Alcocer” de
la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH hasta su uso.

Coccibn de la legumbre. La lenteja cruda fue conducida a un proceso de coccidn tradicional, para la
lenteja verde se llevé a ebullicion a 94°C durante 15 minutos, mientras que la lenteja roja se llevé a
ebullicion por 10 minutos a 94°C. Al término de la coccion se elimin6é el agua de coccién por
decantacién. Posteriormente la lenteja cocida se deshidraté a 70°C por 12 horas. Finalmente, se
realiz6é una reduccion del tamafio de particula a 0.25 mm (harina) en un molino eléctrico Goldelwall®.
La muestra control consistié en lenteja cruda a la cual se le realizé una reduccion del tamafio de
particula a 0.25 mm (harina) en un molino eléctrico Goldelwall®.

Determinacién de fibra dietética. Para la determinacién de fibra dietética en las harinas de lenteja
verde y roja cruda y cocida, se siguié el método enzimatico gravimétrico (AOAC, Métodos 985.29,
993.19 y 991.42). El cual se basa en digerir las proteinas e hidratos de carbono con tres enzimas:
alfa amilasa, proteasa y amiloglucosidasa (marca Sigma-Aldrich®), el remanente se adjudicé a la
fibra dietaria previo descuento del contenido de cenizas y proteinas remanentes (Figura 1).

Disefio y andlisis estadistico. Lo anterior se sustentd con base en un disefio completamente al azar
con 3 repeticiones, los datos fueron analizados con el paquete estadistico JMP6 y comparados
mediante un analisis de varianza de una via, las medias fueron comparadas con una prueba de
Tukey con un nivel de significancia P<0.05.
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Figura 1. Proceso de digestion de muestra para determinacion de fibra dietaria

1 ¢ de muestra

pH Bf c-amilasaf 867 CF30 min

pH 7.8 proteasal BOCAE0 min

| pH 4.5¢ amiloglucosidasal BO°CAE0 min

|Fibra Dietariz

RESULTADOS

En la tabla 1, se presentan los resultados obtenidos de fibra dietaria para la lenteja verde y roja
crudas, previo a aplicar el tratamiento térmico (control). La lenteja de la variedad verde presenta un
contenido significativamente mayor de fibra dietaria con respecto a la variedad roja (12.03 % y 4.6
% respectivamente), ello puede atribuirse a la fisiologia de cada una de las variedades de lentejas,
la lenteja verde posee una cubierta denominada cuticula en comparacion a la lenteja roja, la cual
carece de cuticula y se encuentra en forma dividida. El cotiledén contiene las principales sustancias
de reserva, proteinas, carbohidratos y fibra, la testa actia como barrera protectora del cotiled6n y es
donde se localizan la mayoria de los compuestos fendlicos, minerales, fibra y en menor cantidad
proteina. Investigaciones realizadas indican que en el caso de la lenteja (Lens culinaris) el contenido
de fibra dietaria total, est4 conformado mayormente por la fraccion insoluble (90-80%) mientras que
la fraccién soluble es la que se encuentra en menor proporcién (10.20 %) y posterior a la aplicacion
de algun tratamiento térmico no se han reportado cambio en contenido de las proporciones, siendo
la fraccion insoluble la que prevalece en mayor proporcion en comparaciéon a la fraccion soluble
(Gonzalez, 2000).

Tabla 1. Determinacién de Fibra Dietética en lenteja cruda, sin tratamiento térmico.

Fibra dietética Contenido (%)
Lenteja verde (Cruda) 12.03+0.010a
Lenteja roja (Cruda) 4.6+0.027b

Medias con letras distintas son estadisticamente diferentes entre si segun la prueba de Tukey
(a=0.05). £ = desviacion estandar.
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Los valores obtenidos se asemejan a los reportados por (Mahan, Foster, & Dahl, 2023), donde
igualmente destacan a la lenteja por ser uno de los alimentos con mayor contenido de fibra, siendo
superior a la contenida en haba, frijoles y otros guisantes, las cuales tienen alrededor de 7 g de fibra
dietaria en una porcién de 1/2 taza.

El contenido de FD en las harinas de lenteja verde y roja sometidas a coccion se muestra en la tabla
2. Los resultados indican una disminucion en el contenido de fibra dietaria en ambas variedades de
lenteja, verde y roja por efecto del proceso de coccion. Esta disminucién fue de aproximadamente
50 % con respecto al control, siendo la lenteja verde la que presenta el mayor contenido de fibra
dietaria con un 6.86 %, en comparacion a la variedad roja 2.4 %.

Tabla 2. Determinacién de Fibra Dietética en lenteja después del tratamiento térmico.

Fibra dietética Contenido (%)
Lenteja verde (Cocida) 6.86+0.019a
Lenteja roja (Cocida) 2.4+0.003b

Medias con letras distintas son estadisticamente diferentes entre si segun la prueba de Tukey
(a=0.05). £ = desviacion estandar.

De acuerdo con las investigaciones realizadas por (Gonzéalez, 2000) temperaturas superiores a los
50 °C en la coccion tradicional de legumbres afectan el contenido de fibra dietaria, al provocar un
dafio irreversible en los granulos de fibra. La coccion promueve el rompimiento de los componentes
de la fibra, como la celulosa, hemicelulosa, lignina, entre otros, ademas de favorecer la interaccién
con otros compuestos como las proteinas y lipidos, modificandose asi el contenido de FD total y de
las fracciones que la conforman, fibra soluble e insoluble. Sin embargo, es importante mencionar que
estos cambios favorecen su digestion, siendo més facil de procesar, un ejemplo similar ocurre con
las verduras, el sistema digestivo humano requerird mas energia para digerir aquellos alimentos que
no hayan sido cocinados en comparacion a aquellos alimentos que hayan recibido un algin
tratamiento de coccion.

CONCLUSION

Considerando los resultados obtenidos se concluye que, el aporte de fibra dietaria de las lentejas
puede variar dependiendo de la variedad que se trate, en su forma cruda la lenteja roja tiene un
menor porcentaje de este componente en comparacion a la verde, debido a la presencia de cascarilla
que tiene la lenteja verde. La coccion tradicional disminuye en alrededor de un 50 % el contenido de
fibra dietaria.

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 28



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

BIBLIOGRAFIA
Alvarez, E., & Gonzélez, P. (2006). La fibra dietética. Nutr. Hosp, 61-72.

Cabrera, J., & Cardenas, M. (2006). Importancia de la fibra dietética para la nutricion humana. Rev
Cubana Salud Publica V32 n4, 20-55.

Gonzalez, A. (2000). Efecto del tratamiento térmico sobre el contenido de fibra dietética total, soluble
e insoluble en algunas leguminosas. Archivos Latinoamericanos de Nutricién Vol. 50(3), 281-285.

Hall, C., Hilen, C., & Garden-Robinson, J. (2017). Composition, Nutritional Value, and Health Benefits
of Pulses. Cereal Chemestry, 11-31.

Mahan, L., Foster, L., & Dahl, W. (10 de Marzo de 2023). IFAS Extension. Obtenido de University of
Florida: https://edis.ifas.ufl.edu/publication/FS240

Saenz-Reyes, J. T., Muiiéz-Flores, H. J., Ruiz-Rivas, M., Rueda-Sanchez, A., Castillo-Quir6z, D., &
Castillo-Reyes, F. (2022). Diagndstico del cultivo de lenteja en unidades de produccién familiar en
Michoacan. Revista Mexicana de Ciencias Agricolas, 35-44.

SIAP. (07 de Octubre de 2020). Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera. Datos abiertos.
Estadistica de Produccion Agricola. Obtenido de
http://infosiap.siap.gob.mx/gobmx/datosAbiertos.php

Taghi-Gharibzahedi, S. M., Mousavi, S. M., Mahdi-Jafari, S., & Faraji, K. (2012). PROXIMATE
COMPOSITION, MINERAL CONTENT, AND FATTY ACIDS. Chemistry of Natural Compounds,, 976-
978.

Udahogora, M. (2012). Health benefits and bioactive, compounds in field peas, faba beans, and
chickpeas. Cereals and Pulses: Nutraceutical Properties and Health Benefits, 199-215.

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 29



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

HONGOS FITOPATOGENOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE ZARZAMORA (Rubus sp.)

Ma. Blanca Nieves Lara-Chavez, Juan Mendoza-Churape, Margarita Vargas-Sandoval

Laboratorio de Fitopatologia, Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

blanca.lara@umich.mx

RESUMEN

La zarzamora (Rubus sp.), representa uno de los cultivos de mayor importancia en México; a nivel
estatal Michoacan es el principal exportador de su fruta y productor a nivel mundial, lo que genera
una importante derrama econdémica a productores, asi como divisas al pais, y es una importante
fuente de empleos, ademas de ser un producto con una tendencia ascendente en su demanda por
sus propiedades organolépticas ideales para complementar y mejorar la alimentacion humana. Sin
embargo, una de las principales limitantes en la produccion es la presencia de hongos fitopatégenos;
los cuales disminuyen entre un 30 y 100% el rendimiento, debido a que algunos de estos
fitopatdégenos causan la muerte de las plantas, de acuerdo con lo anterior el objetivo de la presente
investigacion fue: Aislar e identificar hongos fitopatégenos en el cultivo de zarzamora en plantaciones
localizadas en los municipios de Los Reyes y Tacambaro, Michoacan, México. Se recolectaron
plantas de zarzamora completas (raiz, frutos y flor) con sintomas de enfermedad. El aislamiento del
fitopatdgeno se hizo mediante el protocolo de Agrios (2005) que incluyo lavado y desinfecciéon de
material bioldgico y fueron sembradas en medio nutritivo PDA, también se realizaron pruebas de
patogenicidad para determinar la relacion fitopatégeno planta. Los resultados obtenidos fueron los
siguientes; se aislaron dos cepas de cada region, de la comunidad de Santa Clara municipio de los
Reyes el hongo fitopatégeno Fusariun oxysporum tanto en tallos como en raiz, el sintoma observado
fue la secadera de las primocafas y finalmente la muerte de la planta, el otro hongo fue Rhizopus
spp., asilada a partir de frutos que presentaban sintomas de pudricién acuosa y un micelio de color
oscuro que invade por completo la fruta. Del municipio de Tacambaro de la comunidad de Joyas
Altas, la especie Rhizoctonia sp.; de frutos con el sintoma de pudricion suave, y de hojas con
sintomas de tizon la especie Pestalotia sp., produciendo ademas de tizon una defoliacion completa
de las primocafias, dejandolas expuestas al sol y sin produccién por el aborto de la fruta. Las pruebas
de patogenicidad se hicieron tanto de las partes de donde fueron aislados los fitopatégenos (tallos,
frutos y raiz); fueron positivas para todos los casos, confirmandose su patogenicidad.

INTRODUCCION

De manera general las frutillas (berries) son un grupo de frutas también conocidas como frutos rojos,
frutas finas y frutos del bosque, que se caracterizan por su tamafio pequefio y colores brillantes, en
el que se incluyen principalmente la fresa, el arandano, la zarzamora y la frambuesa. Anteriormente,
su produccion se limitaba a un corto periodo de tiempo por su baja demanda, pero en la actualidad,
han cobrado gran relevancia en el mercado agroalimentario por su consumo en fresco y sus
propiedades para prevenir enfermedades, por esta razén, en la actualidad es posible encontrarlas
en cualquier época del afio (FIRA, 2022).

Dentro del grupo de las berries, se destaca la zarzamora por su alta demanda tanto nacional, como
internacionalmente, ya sea por el agradable sabor de su fruto, o bien, por sus numerosas
propiedades que benefician a la salud humana y que son una tendencia actual, motivo por el cual
garantizan un crecimiento en la demanda del producto (FIRA, 2022), y consecuentemente, se ven
beneficiados tanto productores por su alta rentabilidad, como trabajadores, al tener una fuente de
empleo permanente que ademas, en etapas como la cosecha requiere de la mano de obra
especialmente de mujeres.
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Entre los principales problemas que afectan la produccién de zarzamora, destacan de forma
significativa los hongos fitopatégenos, debido a su amplia distribucién y capacidad de adaptacion,
durante el proceso, merman la sanidad del cultivo y demeritan la calidad del fruto, lo cual se traduce
en pérdidas hacia el productor tanto en volumen, como en desaprobacién del producto, ademas del
elevado costo que implica su control (Arauz, 1998).

Los hongos del género Fusarium son filamentosos oportunistas de mayor impacto en la agricultura
(John y Brett, 2006) con una amplia distribucién en suelo y plantas principalmente a través del agua,
lluvia y viento mediante conidios (Caroline y Martijn, 2009) y estructuras de resistencia que le
permiten sobrevivir en ausencia de condiciones adecuadas para su desarrollo (Lacy et al., 1996;
Oleg et al., 2008), los cuales al infectar en plantas sanas producen secamiento de los vasos
vasculares, clorosis en las hojas, enanismo y pudriciéon seca de la raiz, con algunas variaciones
segun el hospedero (George, 2004), mientras que en frutos se ha reportado al causar pérdidas en
tomate, pimiento morrén, papaya, entre otros (Silveira et al., 2001; Rocio et al., 2011; Alfonso et al.,
2012).

Otro Género con especies de importancia fitopatdgena que afecta un gran nimero de cultivos es
Rhizoctonia el cual es un hongo filamentoso que no produce esporas sexuales, generalmente se le
encuentra en el suelo, donde ocasiona dafios en raiz, corona y base de los tallos, aunque otra parte
importante de los dafios se reportan en partes aéreas de las plantas, donde puede llegar a ocasionar
defoliaciones en condiciones de alta humedad (Haralson et al., 2013), o incluso dafios a los frutos
en calabaza pipiana (Diaz Najera et al., 2014), y en el caso de frutos de chile dulce (Rivera-Piedra,
1987).

Pestalotia spp. es un hongo generalmente fitopatégeno reportado en diferentes cultivos con climas
templados a tropicales (Bate-Smith y Metcalfe, 2008), el cual frecuentemente se encuentra en la
parte aérea de las plantas, donde puede atacar diferentes tejidos como follaje, tallos y frutos (Crous
etal., 2011, Yan et al., 2013).

Una de las principales causas de que el fruto de la zarzamora tenga una vida de anaquel corta se
debe a la presencia de hongos fitopatdégenos, como el caso de los pertenecientes al género
Rhizopus, los cuales tienen una amplia distribucién (Quing et al., 2002) y ocasionan pudriciones
blandas en la superficie de los frutos cosechados mediante el macerado de los tejidos por medio de
hidrolisis al excretar enzimas pectinoliticas que disuelven y degradan la pectina de la IJdmina media
de las células vegetales y genera un olor desagradable a veces con fermentacion (Herrera y Ulloa,
1998). Debido a la necesidad de conocer de forma precisa, los organismos asociados al cultivo de
la zarzamora en zonas especificas y su relacién con la planta, y con base a lo establecido
anteriormente, se planted el siguiente objetivo: Aislar e identificar hongos fitopatégenos en el cultivo
de zarzamora en plantaciones localizadas en los municipios de Los Reyes y Tacambaro, Michoacan,
México, mediante la recoleccion de plantas y frutos con sintomas de enfermedad para el
conocimiento de hongos fitopatdégenos que se encuentren ocasionando el sintoma.

TEORIA

Los factores que limitan la produccién de zarzamora, existen diferentes agentes y factores externos
a la fisiologia del cultivo que, al interactuar con plantas sanas, pueden provocar en ellas deficiencias
y/o alteraciones en su correcto funcionamiento, por lo que representan un obstaculo para su
desarrollo y se refleja en plantas raquiticas, con bajos rendimientos o incluso pérdidas considerables
(George, 2004).
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Fusarium spp. El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en
el suelo y las plantas, son considerados oportunistas y sus toxinas pueden ser patégenas tanto a
plantas, como a humanos y animales domésticos. Actualmente se describen mas de cien especies,
de las cuales 12 se reportan como perjudiciales en humanos (Tapia y Amaro, 2014).

Las caracteristicas que presenta este fitopatégeno necotrofo son su alta capacidad de desarrollarse
en materia organica, asi como su adaptabilidad para infectar plantas vulnerables debido a su facil
distribucion a través del suelo (Michielse y Rep, 2009), ademas de que, en ausencia del hospedero,
puede permanecer infectivo de forma latente mediante estructuras de resistencia, llamadas
clamidosporas (Lacy et al., 1996; Oleg et al., 2008).

Histéricamente se ha reportado a este fitopatdgeno con una gran importancia en diferentes cultivos,
tal es el caso de “el mal de Panama”, que causo una devastacién casi total en el cultivo del bananero
en la década de los 60’s, o el caso de la costra del trigo y la cebada que causo la pérdida de varios
miles de millones de ddlares; ademas posee una amplia gama de hospederos debido a la diversidad
de 6rganos que puede atacar, ya que puede causar pudriciones en tallo, raiz, cancros, marchitez,
pudricion de semillas o frutos y enfermedades de las hojas (John y Brett, 2006).

Los sintomas caracteristicos que presentan las plantas infectadas con el fitopatdgeno son el
secamiento de los vasos vasculares, clorosis en las hojas, enanismo y pudricion seca de la raiz,
entre otros, y los cuales pueden variar con relacion al hospedero (George, 2004).

El marchitamiento de la zarzamora por Fusarium spp., ha tomado gran importancia en los ultimos
afos, sobre todo en la zona productora del municipio de los Reyes, donde sobresale el cultivar tupy
como uno de los mas afectados por el fitopatégeno, los sintomas se manifiestan como un
amarillamiento progresivo de las hojas que comienza en las partes inferiores, hacia las partes
superiores de la planta, hasta provocar la marchitez. En algunas ocasiones se presenta una veta en
la parte inferior de los tallos con un color marrén oscuro; las raices, corona y el sistema vascular
toman una coloracién de rojiza o marrén (Carrazco-Meraz et al., 2017).

Las especies de Fusarium, presentan conidios en forma de media luna, hialinos y septados, y solo
algunas especies presentan microconidios, los cuales pueden mostrar formas fusiformes, ovales,
clavadas, entre otras; y finalmente, desarrollan clamidosporas con doble pared, la cual puede ser
lisa o rugosa y pueden encontrarse de manera aislada, en pares o grupos (John y Brett, 2006).

Para su crecimiento in vitro se utilizan distintos medios de cultivo, como PDA (papa dextrosa agar) y
agar sabouraud, que se utiliza para observar caracteristicas como tamafo, morfologia y pigmento
de la colonia, CLA (Carnation leaf agar), que permite observar el desarrollo de cadenas de
microconidios y morfologia en detalle de macroconidios (Tapia y Amaro, 2014).

Pestalotia spp. Es un género de hongos asexuales, produce conidios con apéndices (Lee et al.,
2006) y se distribuye ampliamente en regiones tropicales y templadas (Bate-Smith y Metcalfe, 2008),
fue aislado por primera vez de plantas de Vitis vinifera en Italia, se reporta como hongo fitopatégeno
al causar lesiones de cancro, muerte de brotes, manchas en las hojas, tizones de aguja, en las
puntas y grises, costras cancerosas, clorosis severa, pudriciones del fruto y varias enfermedades
postcosecha en diferentes cultivos (Crous et al., 2011; Yan et al., 2013). Presenta conidios ovoides
con células que lo dividen, por lo regular tres intermedias color marrén olivaceas y dos celdas
terminales hialinas, con apéndices simples o ramificados que surgen de la celda apical, las cuales
pueden ser monosetuladas, bisetuladas, trisetuladas o multisetuladas (Yan, 2013).

Algunas especies de Pestalotia se han asociado a infecciones de humanos y animales (Sutton, 1999;
Monden et al., 2013).
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De acuerdo con la literatura, el género Pestalotia provoca pérdidas considerables en manzana,
arandano, coco, castafio, jengibre, vid, guayaba, avellana, lichi, mango, orquidea, melocoton,
rambutan, te y manzana de cera (Sun y Cao, 1990; Sangchote et al., 1998).

Rhizotocnia spp. Este género fue establecido por Candolle (1815), el cual consta de hongos
filamentosos que no producen esporas asexuales y comparten caracteristicas generales (Gonzales,
2008), como hifas de color café, o café palido con ramificaciones laterales en angulos de 90° con
constricciones, células monilioides y esclerocios presentes, que pueden ser color café a café oscuro
(Watanabe, 2002), es mas comun en su estado imperfecto y posee caracteristicas similares a las de
otros hongos del suelo (Cedefio, 1978).

Este complejo género, posee gran numero de especies de importancia agronémica, ya que
presentan caracteristicas patogénicas a distintos grupos de plantas, en cambio, otra parte de las
especies muestran habitos saprobios y viven en materia organica en descomposicion, mientras que
el resto de las especies, establecen relaciones simbiéticas con distintos tipos de orquideas y musgos
(Cubeta y Vilgalys, 2000).

Algunas especies de Rhizoctonia como R. solani, producen pérdidas considerables en diferentes
cultivos, como la soja en los Estados Unidos, donde ha provocado pérdidas hasta del 50%, y en
Argentina se le menciona como uno de los principales agentes causales del damping off en la etapa
de emergencia.

Los dafios reportados para el cultivo de arandano incluyen lesiones en el tallo y la raiz, manchas en
las hojas y defoliacion cuando se presenta alta humedad relativa, el fitopatégeno sobrevive en forma
de micelio dentro o sobre los restos de plantas, y en ausencia de éstas, en forma de esclerocios en
el suelo (Haralson et al., 2013), Navarrete et al. (2009), mencionan que este fitopatégeno ocasiona
la pudriciéon de raiz en frijol (Phaseolus vulgaris L.) y produce la muerte ya sea en pre o post-
emergencia el sintomas de manchas en forma ovales hundidas de color café rojizo y seco.

Rhizopus spp. es un hongo filamentoso perteneciente a la clase zygomycota en el orden de los
mucorales (Schipper y Stalpers, 1984), presenta varias especies capaces de subsistir en diferentes
tipos de condiciones ecoldgicas, por lo que se considera un hongo cosmopolita que posee un interés
cientifico en los ambitos gastrondmico-biotecnolégico, ya que se utilizan algunas especies, como R.
oryzae y R. oligosporus para la fermentacion de productos tipicos como el zake (bebida alcohdlica
asiatica) y el tempe (producto a base de soya parecido a la carne) (Egounlety y Aworh, 2003).

En la industria se emplea para la obtencidn de saborizantes artificiales y aditivos nutricionales como
el acido lactico, mientras que en biotecnologia se utiliza la especie R. microsporus para la obtencion
de enzimas amilasas termorresistentes (Piexoto et al., 2003).

Dentro de la agricultura, el impacto de Rhizopus stolonifer es mayormente negativo al ser uno de los
principales factores biolégicos que atacan a los frutos en etapa postcosecha y se presenta como
pudriciones blandas en la superficie de estos (Quing et al., 2002).

Rhizopus sp. es un hongo versatil para su supervivencia con un amplio rango de temperaturas para
su desarrollo, las cuales pueden ir desde los 4 °C como minima y hasta 38 °C como méaxima, ademas
de variadas humedades relativas; coloniza facilimente restos de plantas y frutos maduros cosechados
al utilizar heridas o hendiduras naturales para infectar, su crecimiento en relacién a otros hongos es
muy rapido y sus esporas poseen gran movilidad a través del viento y el suelo, por lo que en poco
tiempo puede colonizar los productos hortofruticolas cosechados. Este hongo posee caracteristicas
distinguibles que facilitan su identificacion, tales como su micelio cenocitico aéreo y filamentoso color
blanco con esporangios de color negro, lo que le da una apariencia punteada, en el microscopio se
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observan numerosos rizoides con esporangiéforos alargados y erectos, esporangios redondos con
numerosas esporangiosporas (Hernandez-Lauzardo et al., 2009).

Rhizopus spp., ataca a los frutos cosechados, produce el macerado de los tejidos mediante hidrolisis
al excretar enzimas pectinoliticas que disuelven y degradan la pectina de la lamina media de las
células vegetales y genera un olor desagradable a veces con fermentacion, ataca un amplio nimero
de frutas y hortalizas, donde destacan principalmente las drupas, berries, cucurbitaceas, solanaceas,
tubérculos, ajos, entre otros y representa una de las principales amenazas a la produccion de estos
vegetales ya que este agente se encuentra de forma natural en la cuticula de los productos
cosechados (George, 2004; Quing et al., 2002; Hernandez-Lauzardo et al., 2009).

PARTE EXPERIMENTAL

El material bioldgico utilizado para la investigacién fueron plantas de zarzamora de cultivos
comerciales recolectadas de los municipios de Los Reyes (19°35’00”N 102°28°00” W) a una altura
de 1536 msnm, en la localidad de Santa Clara y Tacambaro, Michoacan (19°14°08"N 101°27°25” W)
a una altura de 1654 msnm, en la localidad de Joyas Altas, las plantas recolectadas presentaban
sintomas de marchitamiento, clorosis, tallos necrosados y algunos con lineas longitudinales color
marron, de las se recolecto la base del tallo, raiz y corona asi como frutos, para la posteriormente
determinar el agente causal que provoca la alteracion, mediante el aislamiento in vitro en laboratorio,
Figura 1.

El aislamiento del fitopatdgeno se hizo mediante el protocolo de George (2004), incluyo lavado y
desinfeccion del material bioldgico, y siembra en medio nutritivo PDA, y se colocaron 5 trozos por
caja de manera equidistante, se sellaron con Kleen pack y se marcaron con un cédigo diferente
segun su zona de procedencia para su almacenamiento en oscuridad y posterior monitoreo a 25 °C
en una estufa de incubacién. Las primeras colonias de hongos fueron separadas mediante
transferencia de hifa. Se evalu6 la forma y color de las colonias y estructuras reproductivas usando
las claves Barnett y Hunter (1998); Kornerup y Wanscher (1978); John y Brett (2006), Gonzalez-
Garcia (2008), Guba (1961), se consideré el crecimiento color y forma de las colonias, asi como las
caracteristicas microscopicas de la forma del micelio y de las estructuras reproductivas (esclerocios,
conidios, etc.), para esto ultimo se elaboraron preparaciones permanentes y se observaron en
microscopio compuesto Nikon HOL a 20X y 40X, para hacer su identificacién taxonémica

Para llevar a cabo las pruebas de patogenicidad (determinar la relacion fitopatégeno hospedero), se
inocularon cada una de las cepas aisladas en tallos y frutos sanos de zarzamora, de la siguiente
manera con un sacabocados se hicieron discos de 5 mm y se colocaron en cada uno de los frutos y
tallos respectivamente, los cuales previamente se desinfectaron con una solucion de cloro comercial
al 3.3% durante tres segundos frutos y los tallos 15 segundos, a continuaciéon se enjuagaron con
agua destilada estéril y se secaron en sanitas estériles, posteriormente se colocaron dentro de una
camara humeda que fue una caja hermética de plastico (Mca. Sterilite), se revisaron diariamente en
la mafana y tarde, hasta la aparicion de sintomas. En el testigo se utilizd unicamente medio de
cultivo sin micelio.
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Figura 1. Sintomas en plantas observados en campo. plantas con marchitamiento entre plantas
sanas (A); plantas cloréticas (B). vetas color marrén oscuro en la base de los tallos (C y D).

RESULTADOS

Se aislaron cuatro cepas a partir de los sintomas de marchitez de plantas de zarzamora en medio
nutritivo PDA, se observaron colonias con abundante micelio, algodonoso de diferente coloracion, a
las cuales se les asigno una clave de cepario para su mejor manejo e identificacion dentro del cepario
de la siguiente manera; para la comunidad Santa Clara municipio de los Reyes con la clave STC1 y
STC2, para la comunidad Joyas Altas municipio de Tacambaro ARO1 y ARO2.

De la comunidad Santa Clara municipio de los Reyes, la STC1 las caracteristicas culturales
observadas fueron; micelio abundante aéreo flocoso con una coloracién violeta grisaceo y manchas
blancas (Kornerup y Wanscher, 1978), crecimiento irregular en los bordes y ausencia de
pigmentacion del medio de cultivo, De acuerdo con Barnett y Hunter (1998), y John y Brett (2006),
las caracteristicas morfolégicas presentadas por la cepa corresponden al género Fusarium, debido
a la presencia de micelio septado, conidios septados en forma de “canoa”, numerosos microconidios
y clamidosporas esféricas como estructuras de resistencia, se identificd la especie Fusariun
oxysporum Snyder & Hansen

Figura 2.

La segunda especie fue la cepa STC2, las caracteristicas culturales y microscopicas fueron: presento
crecimiento rapido de la colonia en medio de cultivo PDA, el micelio cubrié por completo la caja de
Petri con apariencia de tipo vellosa, algodonosa y seca, se presenté una coloracién blanca en estado
joven y un tono grisaceo al envejecer. Posteriormente se observaron estructuras al microscopio, las
cuales mostraron hifas hialinas, cenociticas con esporangi6foros largos y sin ramificaciones que
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culminan en esporangios de tamafio visible con esporangiosporas hialinas a café claro, de acuerdo
con Bonifaz (2012), caracteristicas similares al género Rhizopus, identificando la especie Rhizopus
sp., del orden de los Mucorales, Figura 2.

Cepa ARO1. Con crecimiento fue radial y cubri6 de forma total el medio de cultivo, presentd micelio
algodonoso con coloracién gris oscuro con manchas blancas (Kornerup y Wanscher, 1978), ademas
de caracteristicas morfoloégicas definidas, tales como coloracion café grisacea, hifas enrolladas,
micelio estéril, septado, con angulos de 90° y multinucleado, caracteristicas determinantes del
género Rhizoctonia de acuerdo a las descripciones hechas por Kornerup y Wanscher, (1978), Barnett
y Hunter (1998) coinciden con la especie Rhizoctonia sp., Figura 2.

Cepa ARO2. Las caracteristicas culturales y microscopicas que presento esta cepa fueron;
crecimiento rapido algodonoso aéreo flocoso color blanco en PDA, en el reverso amarillo palido
(Kornerup y Wanscher, 1978), que, al envejecer, produjo gotas aceitosas color negro, de estas se
hicieron preparaciones permanentes y en ellas se observaron acérvulos simples con conidiéforos
que presentan conidios con cinco células, tres intermedias con un color marréon olivaceo, y dos
terminales hialinas, con presencia de tres apéndices en la célula apical, caracteristicas que coinciden
con el género Pestalotia, de acuerdo a las descripciones de Guba (1961) y Barnett y Hunter (1998),
identificando la especie Pestalotia sp. Figura 2.
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Figura 2. Caracteristicas de las cepas: anverso y reverso; Micelio septado con macro, microconidios
(E, F, G) clamidosporas (H y I) STC1 Fusarium oxysporum; Hifas enrolladas (J), micelio en angulos
de 90° (K), micelio monilioide (L) cepa ARO1, Rhizoctonia sp.; Conidios (M, N, O) Pestalotia sp.
ARO2; Esporangidforos y conidios (P, Q y R) Rhizopus sp. STC2.
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Estudio de patogenicidad

En el estudio de patogenicidad, la manifestacion de los sintomas se vio influenciado por las
condiciones de temperatura y humedad ambiental proporcionadas, tuvieron influencia directa en la
virulencia y en la severidad de la enfermedad producida por los diferentes fitopatégenos aislados
permitiendo que se manifestaran los sintomas de la enfermedad en frutos de zarzamora con todos
los fitopatdgenos aislados, asi como en las primocafias donde se observaron los mismos sintomas
que en campo, Figuras 3 y 4.

los tallos presentaron manchas necréticas secas de color café oscuro y apariencia hundida,
desarrollo de micelio blanco a las 48 h, después de los primeros sintomas el avance fue lento, pero
siempre fueron iguales hasta las 120 h que fue cuando se termind el experimento, posteriormente
se realizaron cortes longitudinales en los puntos afectados para observar internamente el dafio en el
sistema vascular del tallo, donde los haces vasculares se necrosaron, asi como el demas tejido
interno. Estos resultados coinciden con lo reportado por George (2004) quien reporta manchas
necroticas en los tallos de tomate inoculados con Fusarium sp., mientras que Zufiiga y Reyes (2018)
mencionan la misma incidencia de necrosis en los haces vasculares en plantas de jitomate
inoculadas con Fusarium oxysporum

En frutoa las cuatro cepas aisladas (STC1, STC2 ARO1 y ARO2) fueron patogénicas en frutos de
zarzamora, la manifestacion de los sintomas se vio influenciada por las condiciones de temperatura
y humedad ambiental proporcionadas, las cuales tuvieron influencia directa en la virulencia y
severidad de la enfermedad producida por los diferentes fitopatégenos, permitiendo que se
manifestaran los sintomas de la enfermedad en los frutos. En contrasta con lo observado por
Mayorga et al. (1969) en el fruto de guayaba, donde menciona que el ataque se manifiesta
inicialmente como diminutas manchas de color marrén claro que posteriormente se tornan mas
oscuras y aumentan de tamafno formando una costra que puede llegar a cubrir toda la superficie de
la epidermis, lo que no permite la maduracion del fruto, cuando se inocula Pestalotia sp.

Estos resultados de investigacién pueden aplicarse de manera directa en el campo en identificacién
y control integrado de los fitopatégenos en sus diferentes hospederos y entre ellos el cultivo de la
zarzamora, siempre y cuando se conozcan caracteristicas particulares de su ciclo de vida, asi como
su preferencia por ciertos habitats y su capacidad de respuesta ante ciertas condiciones del medio
ambiente, estas son algunas caracteristicas mas importantes que se deben tener en cuenta cuando
se trate de controlar una enfermedad de tipo fungoso. Aun cuando algunas enfermedades se
controlen con un solo método, casi siempre es necesario una combinacion de varios métodos para
controlar la mayoria de las enfermedades (Jurgen, 1990).
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Figura 3. Sintomas observados de tallos de zarzamora con la Fusariun oxysporum; 24 horas después
de la inoculacion (A); 48 h (B); 72 h (C); 96 h (D); 120 h, tallos completamente dafiados (E); corte
longitudinal de tallo, donde se observa dafio en el cilindro central de la planta (F); testigo sin dafio
(G).

48 hrs 72 hrs B hrs 120 hrs 24 hrs A8 hrs T2hes 96 hrs 120 hrs

C
24 hrs 48 hrs 72 s 120 hes 24 hrs 48 hrs 2 hrs 120hrs
E
24 s 48 hrs 72 hie 120 hes
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Figura 4. Frutos de zarzamora inoculados con cada una de las cepas, Rhizopus sp. (A); Fusarium
oxysporum (B); pestalotia sp. (C); Rhizoctonia sp. (D); Testigo sin inoculo (E).

CONCLUSIONES

De los aislamientos obtenidos de raiz, corona y tallos de plantas de zarzamora Rubus sp.,
recolectadas de los municipios de los Reyes (Santa Clara) y Tacambaro (Joyas Altas), se
identificaron taxonémicamente los hongos fitopatdégenos; Fusarium Oxysporum, Pestalotia sp.,
Rhizoctonia sp., y Rhizopus sp.

En las pruebas de patogenicidad, tanto en tallos como en frutos fueron positivas con la inoculacién
de los cuatro hongos fitopatdgenos, produciendo los mismos sintomas observados en campo.
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RESUMEN

Segun la FAO, en México se desperdician mas de 10 mil toneladas de alimentos por afio, siendo el
37% de la produccidn agropecuaria del pais. El jitomate es una de las principales hortalizas que se
cultivan y consumen a nivel mundial, contribuye de manera significativa al suplemento de vitaminas
Ay C, licopeno, fenoles, B-caroteno y antioxidantes, los cuales ayudan a eliminar los radicales libres
con su efecto barrido. Diversos estudios reportan la prevencion de distintos tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares. Diferentes factores como el estado de maduracién, condiciones de
cultivo, de almacenamiento y/o efectos ambientales afectan su composicion, siendo este Ultimo el
principal factor que afecta sus procesos bhiolégicos, teniendo pérdidas de hasta el 28.8% anual, en
costas caribefias se han reportado pérdidas de hasta el 17.78% del producto neto producido. El
objetivo del proyecto fue caracterizar fisicoquimicamente el jitomate residual y fresco, para
reincorporar el residuo en nuevas cadenas de procesamiento que permitan una economia circular
en la produccién de jitomate, generando productos con mejor contenido nutrimental y disminuyendo
los impactos ambientales generados. Los residuos de jitomate se desinfectaron, cortaron y
deshidrataron a las diferentes temperaturas (70, 80 y 90°C) y se realizaron las isotermas de secado.
Los andlisis proximales se llevaron a cabo mediante las metodologias AOAC. Se cuantifico el
licopeno y se determinaron los furanos, especificamente del 5-hidroximetil-2-furfural (HMF). Los
tiempos de secado oscilaron entre 12, 10 y 8 h respectivamente (70, 80, 90°C), tanto en jitomate
fresco como residuo, obteniendo una cantidad de agua por sélido menor a 0.2% en cada muestra.
El porcentaje de humedad fue 95.69% y 95.33%, ceniza del 14.81% y 15.14%, en proteina 0.06% y
0.04%, en grasa 0.2% y 0.09%, en fibra 0.0001% y 0.00008%, en fresco y residual respectivamente.
Al incrementar la temperatura, disminuye el tiempo de secado del residuo de jitomate. Por otro lado,
el licopeno se degrada a altas temperaturas, en el residuo de jitomate, mientras que la concentracion
en jitomate fresco aument6. La concentracion de furanos se incrementa conforme incrementa la
temperatura de secado.

INTRODUCCION
Origen

El término jitomate (Solanum lycopersicum) proviene del ndhuatl tomatl que significa objeto gordo.
Segun algunos estudios taxonémicos, se cree que el jitomate tiene origen en las zonas Andinas, es
decir, los paises de Chile, Ecuador, Colombia y Bolivia, siendo donde se encuentran actualmente la
mayor parte de jitomates silvestres, asi como como donde se encuentra la mayor variabilidad
genética; sin embargo, no hay evidencia que demuestre su uso en las culturas de esas regiones, por
lo que se cree que existié en estos territorios, pero no formé parte de la dieta. Con ello se reconoce
a México como el domesticador de tal hortaliza, incluso antes de la llegada de los espafioles al
territorio, siendo las culturas indigenas que habitaban en el centro y el sur los primeros en

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 42



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

implementar tal fruto para su alimentacion. Hoy se tiene el registro de molcajetes usados para triturar
diferentes vegetales en tiempos muy antiguos, incluido entre ellos el jitomate, llegando a ser sitios
arqueologicos, como la zona de los aztecas y mayas (Long, 1995). Con la llegada de Cristobal Colon
a América el uso del jitomate se fue propagando por todo el mundo, los espafioles lo implementaron
en su gastronomia en el siglo XVI y después se introdujo a Italia en el siglo XVII, en el afio 1560
(Cuesta Trejo , 2007). Una leyenda cuenta que en 1559 el conquistador Hernan Cortés encontro el
fruto en los jardines de Moctezuma, quien era el gobernador de la ciudad Tenochtitlan en ese
momento, entonces llevo el jitomate en su regreso al continente europeo (Ironika, 2016).

Importancia econémica y produccién a nivel mundial

El jitomate tiene una gran importancia a nivel mundial, tanto nutrimental, como alimenticia, asi como
econdmica, ya que cada vez su demanda aumenta mas y con ello su produccion, cultivo y comercio

El jitomate tiene una gran importancia a nivel mundial, tanto nutrimental, como alimenticia, asi como
econdOmica, ya que cada vez su demanda aumenta mas y con ello su produccidn, cultivo y comercio
(InfoAgro, 2019). China y Estados Unidos de América son los principales productores con 25y 12.2
millones de toneladas respectivamente. Otros de los productores mas grandes son Turquia, India,
Egipto e ltalia con mas de 5 millones de toneladas producidas (Porporatto, s.f.). Actualmente se
cultivan 27 toneladas por hectarea cada afo, donde un cuarto se destina a la industria procesadora.
Los principales consumidores son EE. UU., ltalia y Canada. Mientras que los principales
exportadores son Espafia y México, distribuyendo 3 millones de toneladas de jugo de jitomate y 1.8
millones de toneladas de pasa de tomate (Yara, 2023).

Importancia econémica y produccién en México

México cuenta con el décimo puesto en produccién de jitomate a nivel mundial, siendo su tercer
producto més exportado y convirtiéndolo en uno de los principales paises exportadores de jitomate
a nivel mundial, con 1.5 millones de toneladas, es decir, aproximadamente el 50% de su produccion
neta (InfoAgro, 2019). Los principales estados productores son Sinaloa, San Luis Potosi, Baja
California, Zacatecas y Michoacan: ya que su superficie y clima son idéneos para el crecimiento de
esta fruta (Calderon Chavez & Carcamo Solis, 2018). Los tipos de jitomate que mas se producen
son el Saladett, Bola, Cherry, Racimo, Mimi y Campari; siendo el primero el mas producido por gran
diferencia, ademas de ser el que mas inflaciéon presenta por alta demanda. El jitomate tipo Bola es
el que menos fluctuaciones presenta, mientras que todos los demas son los que precios méas
inestables presentan (InfoAgro, 2019).

Segun la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA)
se estima que para el 2030 exista un aumento del 32.1% en exportacion a nivel mundial, ya que la
produccion a nivel nacional tiene capacidad de aumentar en un 125.8% (SAGARPA, 2017). Es
importante recalcar que la exportacién de este producto conlleva un beneficio, ya que se ve reflejado
en el Producto interno Bruto (PIB) del pais (Calderén Chavez & Carcamo Solis, 2018). Las
operaciones de produccién se han propagado en estados como Colima, México, Hidalgo, Querétaro
y Sonora (InfoAgro, 2019), ademas existen 42 regiones potenciales, que pueden ser productoras
con alto o medio potencial, entre ellas se encuentras estados como Oaxaca, Puebla, Tlaxcala,
Hidalgo, Guanajuato, Nuevo Le6n, Chihuahua, Durango; entre otros (SAGARPA, 2017).

Importancia econdmica y produccion en el Estado de Guanajuato

Segun el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato (CESAVEG), en el Estado de
Guanajuato la produccion de jitomate juega un papel importante en economia, al generar de forma
directa e indirecta miles de empleos al afio (CESAVEG, 2010). En 2021 el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP de SAGARPA), en Guanajuato se destinaron mas de 1000
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hectareas al afio para la siembra de la hortaliza, donde casi 10 mil toneladas resultaron como
mercado de exportacion, generando una derrama econémica de 58.8 miles de pesos. Para finalizar,
en el distrito de Celaya, el mismo afio, se produjo mas de 14 mil toneladas para el mercado tanto
nacional como de exportacion, generando un valor mas de 86 mil millones de pesos (SIAP, 2021).

Importancia nutrimental

El jitomate es una de las principales hortalizas que se cultivan a nivel mundial, son consumidos
crudos o procesados, en diferentes platillos, ya sean salsas, caldos, guisos. Se cree que también
tiene propiedades antisépticas, depurativas, diuréticas, digestivas, laxantes y desinflamatorios
(SADER, 2022). Es considerado un alimento de alto valor ya que es bajo en grasas, calorias y
colesterol; ademas proporciona vitaminas A y C, es alto en fibra y minerales. En la Tabla 1 podemos
observar una comparacion de diferentes autores respecto a la composicién proximal de las
principales variedades de jitomate (Saladett, Rifién y Bola), mismas que son las principales
distribuidas en mercados y centrales de abasto en el Estado de Guanajuato y mas especificamente
en la ciudad de Celaya. Se puede observar que mayoritariamente los jitomates estan compuestos
de agua, seguido por los hidratos de carbono y la composicién en ceniza, proteina, lipidos y fibra
menor al 1%, en la mayoria de los casos, sin generar gran diferencia significativa.

Tabla 1 Comparacién de proximales por diferentes autores.

Propiedad Composicion % * Composicion % 2 Composicién g/100g
3

Humedad 92-95 91-94 95.11

Ceniza - 0.30-0.50 0.90

Carbohidratos 4.30 3-4.20 -

Proteina 0.60 0.70-1.10 0.18

Lipidos 0.20 0.0-0.63 0.70

Fibra 1.50 0.50-1.50 23.54

Obtenido de ' (Manivel Chavez, 2011), ? (Alvarado Ortega & Hernandez Castillo, 2005) y 2 (Truijillo
Hernandez, 2011).

Ademas, el jitomate contribuye de una forma significativa al suministro de antioxidantes en las dietas,
proporcionando Vitamina C, licopeno, fendlicos, flavonoides y -caroteno, los cuales ayudan a
eliminar los radicales libres con su efecto barrido. Se conoce evidencia sobre la prevencién de
diferentes canceres como de pulmén, estébmago, préstata, de mama, cavidad oral, pancreas,
eséfago; entre otros, ademas también previene enfermedades cardiovasculares; propiedades que
se le atribuyen a sus componentes antioxidantes (Tilahun, 2017). Estos carotenos son los que les
confieren el color rojo, amarillo o naranja a diferentes tipos de futas y verduras, siendo el licopeno el
que se encuentra en toronjas, sandias y pimientos rojos; ademas del jitomate (Candelas Cadillo,
Alanis Guzman, & Rio Olague , 2006). Estos carotenoides se encuentran dentro de la clasificacion
de los lipidos y son insolubles en agua y tienen consistencia aceitosa (Alvarado Ortega & Hernandez
Castillo, 2005). El contenido de este licopeno en los jitomates se puede variar por la maduracién, en
jitomates mas rojos se ha encontrado una concentracion de 50 mg/kg, mientras que en las variantes
amarillas se han encontrado concentraciones de 5 mg/kg; por otra parte, en las variedades mas
comunes se encuentran concentraciones de 3 mg/100g hasta 12.2 mg/100g en la fruta ya madura
(Candelas Cadillo, Alanis Guzman, & Rio Olague , 2006).

TEORIA
El jitomate es un cultivo muy importante tanto econémicamente como nutrimental, en México
representa desarrollo en la agricultura generando comercio y empleos, ademas de formar parte de
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la canasta basica alimenticia, se usa en salsas, jugos, ensaladas y provee diferentes vitaminas, asi
como carotenos que son de principal interés por que elimina los radicales libres que se generan por
diferentes factores, principalmente por factores ambientales. Sin embargo, existen varios factores
como efectos ambientales, las condiciones de cultivo, madurez y/o almacenamiento que afectan la
composicién del jitomate. Después de la cosecha, la temperatura es uno de los factores mas
importantes que afectan significativamente los procesos biolégicos, es por esto que se puede cultivar
en diferentes etapas de madurez, cuando la fruta ha alcanzado la madurez completa o esperando a
que su maduracién sea postcosecha, siendo esta Ultima la primordial para los jitomates que llegaran
al mercado, ya que los que son cosechados maduros no soportan el manejo y transporte necesarios
para trasladarlos hasta el consumidor (Manivel Chavez, 2011). Segun la FAO este factor puede
provocar que se desperdicie hasta el 17.78% de jitomate en las centrales de abasto en lugares como
las costas caribefias mexicanas. (FAO, 2013). Una forma de detener su maduracién y evitar la
descomposicidn, es la deshidratacion, misma que desde la antigliedad se ha utilizado en alimentos
para preservarlos; en el caso del jitomate, que es altamente perecedero, por su contenido de
humedad mayor al 90%, la deshidratacion confiere una extension de su vida de anaquel, al disminuir
su actividad enzimatica y la capacidad de diferentes microorganismos para desarrollarse en el
alimento (Ochoa Reyes , y otros, 2013).

Se considera que el jitomate tiene propiedades higroscopicas, es decir, tiene capacidad para
absorber la humedad del medio (Diaz Ortiz, 2005). La complejidad de la estructura del jitomate se
confiere en la diversidad de propiedades, las paredes del mismo se asemejan a materiales fibrosos,
mientras que las pulpas (donde se concentran las semillas) se asemejan mas a un material no
poroso, por lo tanto, las curvas de secado se pueden ver afectadas, ya que el agua que se encuentra
mas disponible ya fue evaporada y la humedad debe ser transportada desde el interior hasta la
superficie, sin embargo, se da un cambio estructural en la superficie, generando una corteza dura y
contraida (Hawlader M, Uddin M, Ho J, & Teng A, 1990), conocida como capa entérica. Al aumentar
el area de contacto se logra una liberacion mas rapida de la humedad, con métodos mecanicos como
los son rebanando, perforando o triturando el jitomate (Rakjumar, Kulanthaisami, Raghavan,
Gariépy, & Orsat, 2007).

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 1, el licopeno est4 conformado por 40 &tomos
de carbono, con férmula quimica CaoHss, N0 presenta anillos ciclicos poseyendo un gran nimero de
dobles enlaces (once), mismos que le confieren su actividad antioxidante (Ordéfiez, Balanza, Martin,
& Flores, 2009). Por otra parte, como se puede observar en la Figura 2.1, el licopeno esta conformado
por 40 atomos de carbono, con férmula quimica CaoHss, no presenta anillos ciclicos poseyendo un
gran nimero de dobles enlaces (once), mismos que le confieren su actividad antioxidante (Ordéfiez,
Balanza, Martin, & Flores, 2009). En comparacion, genera que esta actividad antioxidante sea mayor
a los B-carotenos en un doble y diez veces més que el a-tocoferol (Manivel Chavez, 2011).
Naturalmente el licopeno se encuentra ligado en su forma isomérica trans a la matriz del fruto, lo que
hace que su absorcion no sea tan eficaz, absorbiéndose Gnicamente entre el 10% y el 30%, mientras
que el restante es expulsado. (Cruz Bojérquez, Gonzalez Gallego, & Sanchez Collado, 2013).
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Estructura quimica del licopeno
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Figura 1 Estructura quimica del licopneo y sus isémeros.
Obtenido de (Herrera Covarrubias, Fernandez Pomares, Aranda Abreu, Dominguez Ortiz, &
Hernandez Aguila, 2007)

La estabilidad de los carotenoides se puede ver afectada por diversos factores fisicos y quimicos,
como las temperaturas elevadas, exposicion a la luz, al oxigeno y a pH extremos, especialmente
(Ordéfiez, Balanza, Martin, & Flores, 2009). Existe evidencia sobre la consecuencia que el efecto
térmico podria causar en el licopeno, si bien, se puede generar una degradacion del compuesto,
dando por resultado aldehidos y cetonas que proporcionan un color menos intenso y sabor
desagradable al gusto; asi como cambios quimicos con puntos de fusion bajos y coeficientes de
extincién pequefios (Candelas Cadillo, Alanis Guzman, & Rio Olague , 2006). Por otra parte, someter
al jitomate a calor genera un rompimiento de la matriz licopeno con el tejido de la fruta, logrando que
su disponibilidad sea mayor y que la forma isomérica se transforme a cis, aumentando su
biodisponibilidad (Cruz Bojérquez, Gonzalez Gallego, & Sanchez Collado, 2013), ademas se
propone que esta isomerizacién tenga mejor adherencia a las lipoproteinas transportadoras, por su
estructura quimica (Herrera Covarrubias, Fernandez Pomares, Aranda Abreu, Dominguez Ortiz, &
Hernandez Aguila, 2007).

Se han hecho experimentos para medir la cantidad de licopeno en sangre, mediante el consumo de
jitomate en diferentes presentaciones, la primera variante siendo solo jitomate, el segundo jitomate
con aceite y el tercer jitomate cocinado complementado con aceite. Los resultados mostraron que la
concentracion de licopeno en sangre fue mayor en la tercera variante, seguido por la segunda y
finalizando con la primera, siendo esta Ultima la que mayor diferencia significativa se encontré
(Perdomo, Cabrera Franquiz, Cabrera, & Serra-Majem, 2010).

Para finalizar, la deshidratacién a temperaturas altas puede reducir el contenido de nutrientes, con
ello los azucares se degradan induciendo una caramelizacion (Ochoa Reyes , y otros, 2013). De la
degradacion de los monosacaridos se generan dos compuestos que pueden conferir un aspecto mas
café y son los que le dan el sabor dulce al alimento; en el caso de las pentosas se derivan los
compuestos furfurales, mientras que en las hexosas se degradan en 5-hidroximetil-2-furfural (HMF)
(Martinez, Rodriguez, York, Preston, & Ingram, 2000).

PARTE EXPERIMENTAL

El jitomate fresco se compro cada dia en la central de abastos de Celaya, Guanajuato, México;
mientras que el residuo de jitomate se nos fue obsequiado por los mismos comerciantes, mismo que
antes de ser sometido a las diferentes metodologias fue seleccionado, considerando evitar cualquier
indicio de presencia microbiana (bacteriana o flingica), asi como descartar las zonas del jitomate o
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aquellos que estuviesen mallugados hasta el punto de generar un puré. Aquellos que estuviesen
limpios y con firmeza considerable se lavaron con Hipoclorito de sodio al 1%. Los analisis proximales
se realizaron mediante las metodologias AOAC. El licopeno se midié mediante la técnica de (Sadler,
Davis, & Dezman, 1990) & (Ordoéfiez, Balanza, Martin, & Flores, 2009); se peso la muestra y se le
agreg6 una solucién de hexano, acetona y etanol (2:1:1), se agité durante 30 min y se separé la fase
no polar con agua destilada, se midi6 a 472 nm en un espectrofotdbmetro. Los furanos (HMF) se
determinaron mediante la metodologia de (Martinez, Rodriguez, York, Preston, & Ingram, 2000), se
peso la muestra y se diluy6 en agua destilada, se separé el extracto del sobrenadante y se midié a
284 nmy 320 nm.

RESULTADOS

Los resultados de los proximales (humedad, ceniza, proteina, grasa, fibra y carbohidratos) se
muestran en la Tabla 2, donde se puede observar que no hay diferencia significativa en la
composicién quimica de ambos.

Tabla 2 Comparacién de los proximales en residuo de jitomate y jitomate fresco.

Proximal Residuo (%) Fresco (%)
Humedad 95.65 94.93
Ceniza 0.56 0.75
Proteina 0.03 0.04
Grasa 0.11 0.12

Fibra 8.81x10° 8.33x10°
Carbohidratos 99.28 99.08

En la Figura 2 se muestra el isoterma de secado de residuo de jitomate, donde la temperatura que
tardd més en llegar en un equilibrio fue la de 70°C, como lo esperado, que fue la temperatura de
70°C con un tiempo de 12 h. Hubo una diferencia de 2 h por cada diferencia de temperatura. En la
Figura 3 se muestra el isoterma de secado en el jitomate fresco, al igual que en el residuo, la
temperatura que mas tiempo le llevé en llegar al equilibrio fue la de 70°C con un tiempo de 10 h, al
igual también hubo una diferencia de dos horas entra cada temperatura. El jitomate fresco a 90°C
demostré tener el menor tiempo siendo de 6 horas. Todos los isotermas llegaron a una cantidad de
agua sobre cantidad de masa seca menor al 0.2 kg.
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Figura 2 Isoterma en residuo de jitomate.
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Figura 3 Isotera en jitomate fresco.

En la Figura 4 se grafica el contenido de licopeno en ambos tipos de jitomate, en el residuo de
jitomate se aprecia un decremento conforme aumenta la temperatura, al contrario que en el jitomate
fresco, donde se observa un aumento mientras aumentoé la temperatura.
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Figura 4 Grafica de licopeno en residuo y fresco.

En la Figura 5 se muestra la gréafica del contenido de Furanos y HMF en las muestras de jitomate a
las diferentes temperaturas. En ambos jitomates el contenido de furanos aument6 conforme aumentd
la temperatura, sin embargo, el contenido de furanos en los jitomates humedos es bastante alto,
sobre todo en el residuo de jitomate, en el caso del jitomate fresco solamente el jitomate a 90°C
sobrepaso la concentracién de furanos respecto al jitomate himedo. En el caso del residuo de
jitomate ninguna temperatura tiene concentraciones por encima del jitomate residual himedo.
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Figura 5 Gréfica de HMF en residuo y fresco.
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CONCLUSIONES

No hay diferencia significativa en la composicién proximal entre el residuo de jitomate y el jitomate
fresco. La diferencia de tiempos entre los isotermas de residuo de jitomate y el jitomate fresco se
pueden concluir por la diferencia de humedad en los jitomates, siendo menor en el fresco.

El contenido de licopeno si aumento en la temperatura mas baja en comparacion con la cantidad de
licopeno, demostrando que el carotenoide se libera para mejorar su absorcion, sin embargo, en las
otras dos temperaturas se dio una degradacion de este. Muy por el contrario, el contenido de licopeno
aumento conforme aumento la temperatura, esto se podria explicar como un proceso de maduracion,
al ser jitomates que no han alcanzado su punto mas alto de licopeno.

Los furanos si aumentaron conforme aumento la temperatura, en ambos jitomates, sin embargo, no
son concentraciones muy altas, de hecho, el residuo de jitomate en himedo es el que representa
mayor contenido de HMF, es probable que la disminucion se diera por un proceso de volatilidad al
ser compuestos degradados.
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RESUMEN

El tomate es el cultivo méas exportado por México con 1.5 millones de toneladas anuales que equivale
al 50% de la produccion del pais, ocupando el décimo lugar mundial produciendo 3,433,567
toneladas siendo el 1.63% de la produccion total de tomate. El Estado de Durango produce alrededor
de 49,206 toneladas anuales, ocupando el tercer lugar en productos de exportacion en el pais. Las
plantas han generado a lo largo de su historia grandes enemigos en forma de insectos, arafas,
hongos, virus y bacterias, mismas que han generado resistencia al uso de agroquimicos, y
aumentado su residualidad en cuerpos de agua y en los propios cultivos. La presente investigacion
se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, asi como en el area de invernaderos del
Tecnolégico Nacional de México, Campus Instituto Tecnoldgico del Valle del Guadiana. El objetivo
de este trabajo de investigacion fue, la validacién de prototipo de produccién de ozono y su efecto
de bioestimulante en el cultivo de tomate bajo condiciones de invernadero. Se establecié el cultivo
de tomate variedad Benedetti en bolsas tipo vivero, se llevé a cabo bajo un disefio experimental
completamente al azar con un arreglo factorial, con cuatro tratamientos y 20 repeticiones a doble
tallo, hasta llegar a 16 racimos, teniendo como variables de respuesta, didmetro polar-ecuatorial,
peso de fruto, grados Brix, quimico proximal, y ozono al 0.90 - 0.98 partes por millén. Los datos se
evaluaron con un ANOVA, y se aplicaron pruebas de medias Tukey (P<0.05). Teniendo como
resultado para la variable grados Brix 5.5 en el Tratamiento 1 con respecto al Tratamiento 2 con 4.5
grados brix, y los Tratamientos 3 y 4 con 3.0-3.5 de grados brix respectivamente. En la variable
quimico proximal el Tratamiento 4 cuenta con el nivel mas alto con 12.36 % de proteina cruda (PC),
seguido del Tratamiento 1 con 10.93 % de PC. Mediante el uso del ozono se logra incrementar la
produccion entre un 15% y un 40%, asi como también una mayor calidad en el producto, una
minimizacién de costos de descontaminacién y enriquecimiento de suelos. Todas las reacciones de
oxidacién de ozono pierden uno de sus atomos de oxigeno y se modifica en oxigeno molecular,
oxigenando las raices de las plantas, previniendo plagas y enfermedades y mejorando su calidad.

INTRODUCCION

México produce tomate casi todo el afio y al menos en 14 estados con clima un tanto diverso se ha
optado por la agricultura protegida, con alta y mediana tecnologia como en casas sombra e
invernaderos tecnificados. Los estados productores que se destacan son: Sinaloa, Baja California,
Sonora, Durango. Aunque también dicha tecnologia ha proliferado en estados como: Colima,
Hidalgo, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi, Jalisco, Zacatecas, Coahuila, Guanajuato, Oaxaca
y Chiapas. Es la hortaliza mundialmente conocida como tomate, pertenece a la familia de las

solanaceas. El prefijo “ji” del termind jitomate, indica rojo en lengua nahuatl. Existen una gran
variedad de especies como: bola, cherry o cereza, guaje o saladette, jitomatillo, entre otras.

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 53



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

A nivel mundial la produccion del tomate, basada en datos estadisticos del 2022 es de 205,535,275
toneladas. China produce 50,125,055 toneladas que es equivalente al 27.75% ocupando el primer
lugar en produccién mundial. Como segundo lugar esta la India con una produccion de 17,500,000
toneladas lo cual equivale a un 8.29% del total y en tercer lugar esta Estados Unidos con 13,206,950
toneladas que representa el 6.26% de la produccion mundial. México tiene el décimo lugar
produciendo 3,433,567 toneladas siendo el 1.63% de la produccion total de tomate. El Estado de
Durango produce alrededor de 49,206 toneladas anuales, ocupando el tercer lugar en productos de
exportacién en el pais. El tomate es el cultivo mas exportado por México con 1.5 millones de
toneladas anuales que equivale al 50% de la produccién del pais.

Actualmente, en la agricultura se estan buscando nuevos productos totalmente naturales, los cuales
permitan crecer y proteger a los cultivos de enfermedades y plagas, dado que las plantas han tenido
a lo largo de su historia grandes enemigos en forma de insectos, arafias, hongos, virus y bacterias.
Mismas que han generado resistencia al uso de agroquimicos y aumentado su residualidad en
cuerpos de agua y en los propios cultivos. Una alternativa ante esta problematica es el uso de ozono
(O3) en el cultivo de tomate, ya que este transforma el agua en un desinfectante poderoso sin dafiar
el suelo. Mediante el empleo del agua ozonificada (la cual se basa principalmente en la
descomposicion del ozono en oxigeno) que llega hasta la raiz, se eliminaran bacterias, virus, hongos,
entre otros microorganismos, asi generando un mejor desarrollo en la planta y reduciendo costos en
agroquimicos y obteniendo un incremento en la produccion.

Por lo anterior, en el presente trabajo se propone la evaluacién y validacién de un prototipo de
produccion de ozono y su efecto de bioestimulante en el cultivo de tomate bajo condiciones de
invernadero. Ademas de determinar si el ozono puede sustituir parcial o totalmente a los
agroquimicos en la produccién de tomate.

TEORIA

El origen del género Lycopersicum se localiza en la region Andina que se extiende desde el sur de
Colombia al norte de Chile, pero parece que fue en México donde se doméstico, quiza porque
creceria como mala hierba entre los huertos (Esquinas et al., 2001). Corominas en (1990) menciona
que la llegada de los espafioles a América, el tomate formaba parte ya de los pequefios huertos de
hortalizas del area Mesoamericana, sin que su importancia econdmica fuera grande. Era una hierba
mas en los cultivos. Tanto el tomate rojo (Lycopersicum) como el tomate de cascara (Physalisspp)
fueron introducidos a Europa, se fue extendiendo de una manera impresionante, mientras que el
tomate de cascara (tomatillo) quedo marginado o se dejo de cultivar, como ocurri6 en Espafa.
Aunque probablemente a ello se contribuyeron las caracteristicas morfolégicas del fruto y formas de
consumo (Montes et al., 1992). Con el paso del tiempo, el tomate se fue integrando en la gastronomia
italiana, usandose ampliamente en pizzas, ensaladas, salsas y guisos. Mientras, que en la mayoria
de los otros paises fe usado solo como planta ornamental, por sus flores (Hernandez, 1790).
Méarquez (2006) menciona que después de viajar mas de mil afios, el tomate finalmente se ha
propagado a los seis continentes y es en Estados Unidos donde es el vegetal mas procesado.
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PARTE EXPERIMENTAL

La presente investigacién se llevé a cabo en el laboratorio de biotecnologia vegetal y area de
invernaderos, del Tecnologico Nacional de México Campus instituto Tecnolégico del Valle del
Guadiana, ubicado en la carretera Durango-México kilémetro 22.5 en el Ejido, Villa Montemorelos,
Durango.

Se establecié el cultivo de tomate variedad Benedetti en bolsas tipo vivero, en un invernadero pasivo
tipo sierra de 8 x 20, bajo un disefio experimental completamente al azar con un arreglo factorial. Se
consideraron cuatro tratamientos Cuadro 1, y 20 repeticiones a doble tallo, hasta llegar a 16 racimos,
teniendo como variables de respuesta, didmetro polar-ecuatorial, peso de fruto, grados Brix, quimico
proximal, y ozono al 0.90 - 0.98 partes por millén. Los datos se evaluaron con un ANOVA y se
aplicaron pruebas de medias Tukey (P<0.05).

Cuadro 1. Tratamientos establecidos.

T1 Biokomplet® + Té de compost + Ozono

T2 NitroBac Plus ® + Té de compost + Ozono

T3 Biokomplet ®+ Té de compost

T4 NitroBac Plus ®+ Té de compost

Biocomplet y NitroBac son productos de la empresa AgriBest®

Manejo Agronémico

Tutorado

Se llevé a cabo después del trasplante ya cuando la planta present6 alrededor de 25 a 30 cm. de
altura, para mantener la planta erguida y evitar que sus hojas y frutos se pongan en contacto con el
suelo. Utilizando la técnica apropiada de tutorado como menciona Robinson (2014), para que el
espaciamiento sea ideal entre hileras, dependiendo si el tipo de tutorado es espafiol u holandés.

Riego

Meza, (2000) menciona que la aplicacion del riego para el cultivo de tomate debe ser cuidadosa, la
sequia como el exceso de agua repercuten en la calidad y produccién del fruto. Se utilizé un sistema
de riego tipo arafia, con salida de cuatro agujas, siendo una por planta.

Poda
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En base a Jaramillo et al. (2006) se requiere realizar la poda de la planta, con el fin de permitir
mejores condiciones, para aquellas partes que quedan en la planta y a la vez eliminar aquellas partes
de la planta que no tienen incidencia de cosecha y que pueden consumir energia necesaria para
lograr frutos de mayor tamafo y calidad.

Fertilizacion.

Las aplicaciones de Té de compost se iniciaron al tercer dia del trasplante, a una dosis de 50 ml por
unidad experimental al total de los tratamientos llegando a 100 ml al final del proyecto, en la misma
dosis se aplica Té de compost + Ozono cada 8 dias de manera foliar (0.90 - 0.98 partes por millén).
La ozonificacién se realizé de forma directa con un ozonificador conectado a la red eléctrica durante
10 diez minutos, logrando ozonificar el 50% de la dosis a aplicar y el otro 50% es cubierto por Té de
compost.

RESULTADOS

A continuacién, se muestran los resultados del anélisis de varianza del estudio realizado en el cultivo
de tomate relacionados con el desarrollo de la planta, rendimiento y calidad de fruto.

El ANOVA para las variables de desarrollo de planta muestra que existen diferencias significativas
entre los tratamientos, y en el Cuadro 1, se muestran los resultados de las pruebas de media Tukey
(a=0.05) respecto al desarrollo de la planta.

En lo referente a la altura de la planta Cuadro 2. Rodriguez et al, (1998) indican que una mayor altura
causa mayor numero de hojas y de clorofila. El incremento en nimero de hojas aumenta la
fotosintesis total, lo que redunda en aumento del peso de fruto y consecuentemente en rendimiento.

Cuadro 2. Resultados de las pruebas de media Tukey (a=0.05) de la variable de respuesta en la
planta de tomate en el estudio.

Tratamiento Altura de planta (cm)
1 20.40b
2 18.10 a
3 17.60 a
4 16.70 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas (a=0.05)

Por lo contrario, Resendez et al, (2005) no encontraron gran diferencia en cuanto la altura de planta,
al evaluar tomate en sustratos con diferentes compostas en comparacién con la fertilizacion
inorganica. La diferencia en los resultados de este estudio con respecto a los autores mencionados
se puede atribuir a la constante aplicacion del Té de compost, asi como el Os durante en el desarrollo
del cultivo, genotipo y su manejo en el medio de cultivo.
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Rendimiento y Calidad de Fruto

A continuacién, se muestran los resultados del andlisis de varianza para las variables diametro polar,
diametro ecuatorial, rendimiento y grados Brix, Cuadro 3.

Cuadro 3. Resultados de las pruebas de media Tukey (a=0.05) de las variables de respuesta de

cosecha.

Tratamiento | Peso g/fruto Diametro polar (mm) Diametro  ecuatorial | Grados Brix
(mm)

1 101.7 ab 74.4 ab 49.9 a 45a

2 103.0a 779 a 50.5 a 5.0a

3 56.0 c 59.5¢ 40.7 bc 3.5ab

4 88.7b 68.8 b 47.0b 40a

Se muestran medias de rangos. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes
(a=0.05).

Con base a los resultados del analisis de varianza para las variables rendimiento y calidad de fruto
(Cuadro 3), se observa que existe diferencia significativa en las variables de diametro polar, diametro
ecuatorial y rendimiento, en el caso de la variable grados Brix no se observa diferencias estadisticas
entre los tratamientos. Para diferenciar las medias de cada una de las variables de respuesta entre
los tratamientos, se realizaron analisis de comparacion de medias Tukey respecto a un 95% de
confianza.

Rodriguez et al. (2001) sefala que no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
para las variables de rendimiento y calidad, recomendado al final de su estudio que los tratamientos
organicos son una alternativa econémica para el agricultor hoy en dia. Rangel et al. (2011), sefala
que obtuvo mayores rendimientos con la solucién inorganica con respecto a las fuentes organicas,
pero estas Ultimas se mostraron como una buena alternativa econdmica para la obtenciéon de
resultados muy aceptados de cosecha.

El diametro polar y Ecuatorial es un factor importante, ya que refleja el tamafio y calidad del fruto y
entre los factores que contribuyen significativamente al incremento en volumen de los frutos se
encuentran los reguladores de crecimiento como las giberelinas, responsables de la expansion
celular (Garcia et al.1997).

Finalmente, el andlisis de varianza no presenté diferencia significativa entre los cuatro tratamientos
en cuanto a la variable de grados Brix, que es la cantidad de azucar presente en el fruto. Sin
embargo, cabe mencionar que los tratamientos T1, T2 Y T4, se encuentran dentro de los
requerimientos optimos para este parametro, tanto para la venta en fresco y para la industria, exigen
los mercados. Aleman (2010) reporta un valor ligeramente mayor o igual 4 °Brix en tomate lo cual es
considerado como adecuado, también Prado (2002) menciona que el contenido de sdlidos solubles
se situa entre 4.5 y 5.5 °Brix, contribuyen los factores agrologicos en el contenido de sélidos solubles
en los frutos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de las pruebas implementadas, se puede determinar que el prototipo, del
Ing. Jonatan Granados Santos, para la produccién de ozono es efectivo, siendo la dosis optima de
(0.9 - 0.98 partes por millén). Dicho prototipo, se disefid especificamente para este fin, considerando
algunas caracteristicas que se requieren dentro de los invernaderos como los son: el facil manejo y
transporte, robustez, bajo mantenimiento, costo accesible y sobre todo seguridad para el usuario.
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Esta ultima caracteristica es primordial, dado que para la generacion de ozono se requiere de
componentes que generen un alto voltaje el cual es indispensable para poder llevar a cabo este
proceso, por lo que se necesita que el sistema este aislado de manera apropiada. Cabe mencionar
que el sistema puede ser operado casi por cualquier persona mediante una pequefia capacitacion
sin que se necesiten conocimientos avanzados de ingenieria eléctrica.

Las dosis 6ptimas de ozono generadas por el prototipo promovieron plantas mas vigorosas por lo
que se redujo el uso de agroquimicos. En la variable quimico proximal el Tratamiento 4 cuenta con
el nivel mas alto con 12.36 % de proteina cruda, seguido del Tratamiento 1 con 10.93 % de PC.
Siendo esta una nueva linea de investigacion del uso del O3 y su relacién nutricional.

Eluso de O3 puede ser considerado como una alternativa econdémica de bioestimulante en conjunto

de fertilizaciones para la produccién organica en invernadero y con criterios de produccién mas
sustentables, dado que evito la presencia de plagas y enfermedades durante el periodo del cultivo.
Lo anterior, es debido a que al aplicarse el ozono se desprende una molécula de oxigeno que funge
como vehiculo transportador de nutrientes por lo que se disminuyen los costos de produccién en
comparacién con métodos convencionales que se cotizan en ddlares.
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RESUMEN

El tomate es el cultivo mas exportado por México con 1.5 millones de toneladas anuales que equivale
al 50% de la produccion del pais, ocupando el décimo lugar mundial produciendo 3,433,567
toneladas siendo el 1.63% de la produccion total de tomate. El Estado de Durango produce alrededor
de 49,206 toneladas anuales, ocupando el tercer lugar en productos de exportacion en el pais. Las
plantas han generado a lo largo de su historia grandes enemigos en forma de insectos, arafas,
hongos, virus y bacterias, mismas que han generado resistencia al uso de agroquimicos, y
aumentado su residualidad en cuerpos de agua y en los propios cultivos. La presente investigacion
se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, asi como en el area de invernaderos del
Tecnolégico Nacional de México, Campus Instituto Tecnoldgico del Valle del Guadiana. El objetivo
de este trabajo de investigacion fue, la validacién de prototipo de produccién de ozono y su efecto
de bioestimulante en el cultivo de tomate bajo condiciones de invernadero. Se establecié el cultivo
de tomate variedad Benedetti en bolsas tipo vivero, se llevé a cabo bajo un disefio experimental
completamente al azar con un arreglo factorial, con cuatro tratamientos y 20 repeticiones a doble
tallo, hasta llegar a 16 racimos, teniendo como variables de respuesta, diametro polar-ecuatorial,
peso de fruto, grados Brix, quimico proximal, y ozono al 0.90 - 0.98 partes por millén. Los datos se
evaluaron con un ANOVA, y se aplicaron pruebas de medias Tukey (P<0.05). Teniendo como
resultado para la variable grados Brix 5.5 en el Tratamiento 1 con respecto al Tratamiento 2 con 4.5
grados brix, y los Tratamientos 3 y 4 con 3.0-3.5 de grados brix respectivamente. En la variable
quimico proximal el Tratamiento 4 cuenta con el nivel mas alto con 12.36 % de proteina cruda (PC),
seguido del Tratamiento 1 con 10.93 % de PC. Mediante el uso del ozono se logra incrementar la
produccion entre un 15% y un 40%, asi como también una mayor calidad en el producto, una
minimizacién de costos de descontaminacién y enriquecimiento de suelos. Todas las reacciones de
oxidacién de ozono pierden uno de sus atomos de oxigeno y se modifica en oxigeno molecular,
oxigenando las raices de las plantas, previniendo plagas y enfermedades y mejorando su calidad.

INTRODUCCION

México produce tomate casi todo el afio y al menos en 14 estados con clima un tanto diverso se ha
optado por la agricultura protegida, con alta y mediana tecnologia como en casas sombra e
invernaderos tecnificados. Los estados productores que se destacan son: Sinaloa, Baja California,
Sonora, Durango. Aunque también dicha tecnologia ha proliferado en estados como: Colima,
Hidalgo, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi, Jalisco, Zacatecas, Coahuila, Guanajuato, Oaxaca
y Chiapas. Es la hortaliza mundialmente conocida como tomate, pertenece a la familia de las

solanaceas. El prefijo “ji” del termind jitomate, indica rojo en lengua nahuatl. Existen una gran
variedad de especies como: bola, cherry o cereza, guaje o saladette, jitomatillo, entre otras.
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A nivel mundial la produccion del tomate, basada en datos estadisticos del 2022 es de 205,535,275
toneladas. China produce 50,125,055 toneladas que es equivalente al 27.75% ocupando el primer
lugar en produccién mundial. Como segundo lugar esta la India con una produccion de 17,500,000
toneladas lo cual equivale a un 8.29% del total y en tercer lugar esta Estados Unidos con 13,206,950
toneladas que representa el 6.26% de la produccion mundial. México tiene el décimo lugar
produciendo 3,433,567 toneladas siendo el 1.63% de la produccion total de tomate. El Estado de
Durango produce alrededor de 49,206 toneladas anuales, ocupando el tercer lugar en productos de
exportacién en el pais. El tomate es el cultivo mas exportado por México con 1.5 millones de
toneladas anuales que equivale al 50% de la produccién del pais.

Actualmente, en la agricultura se estan buscando nuevos productos totalmente naturales, los cuales
permitan crecer y proteger a los cultivos de enfermedades y plagas, dado que las plantas han tenido
a lo largo de su historia grandes enemigos en forma de insectos, arafias, hongos, virus y bacterias.
Mismas que han generado resistencia al uso de agroquimicos y aumentado su residualidad en
cuerpos de agua y en los propios cultivos. Una alternativa ante esta problematica es el uso de ozono
(O3) en el cultivo de tomate, ya que este transforma el agua en un desinfectante poderoso sin dafiar
el suelo. Mediante el empleo del agua ozonificada (la cual se basa principalmente en la
descomposicion del ozono en oxigeno) que llega hasta la raiz, se eliminaran bacterias, virus, hongos,
entre otros microorganismos, asi generando un mejor desarrollo en la planta y reduciendo costos en
agroquimicos y obteniendo un incremento en la produccion.

Por lo anterior, en el presente trabajo se propone la evaluacién y validacién de un prototipo de
produccion de ozono y su efecto de bioestimulante en el cultivo de tomate bajo condiciones de
invernadero. Ademas de determinar si el ozono puede sustituir parcial o totalmente a los
agroquimicos en la produccién de tomate.

TEORIA

El origen del género Lycopersicum se localiza en la regién Andina que se extiende desde el sur de
Colombia al norte de Chile, pero parece que fue en México donde se doméstico, quiza porque
creceria como mala hierba entre los huertos (Esquinas et al., 2001). Corominas en (1990) menciona
que la llegada de los espafioles a América, el tomate formaba parte ya de los pequefios huertos de
hortalizas del area Mesoamericana, sin que su importancia econdmica fuera grande. Era una hierba
mas en los cultivos. Tanto el tomate rojo (Lycopersicum) como el tomate de cascara (Physalisspp)
fueron introducidos a Europa, se fue extendiendo de una manera impresionante, mientras que el
tomate de cascara (tomatillo) quedo marginado o se dej6é de cultivar, como ocurri6 en Espafa.
Aunque probablemente a ello se contribuyeron las caracteristicas morfolégicas del fruto y formas de
consumo (Montes et al., 1992). Con el paso del tiempo, el tomate se fue integrando en la gastronomia
italiana, usandose ampliamente en pizzas, ensaladas, salsas y guisos. Mientras, que en la mayoria
de los otros paises fe usado solo como planta ornamental, por sus flores (Hernandez, 1790).
Marquez (2006) menciona que después de viajar mas de mil afos, el tomate finalmente se ha
propagado a los seis continentes y es en Estados Unidos donde es el vegetal mas procesado.
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PARTE EXPERIMENTAL

La presente investigacién se llevé a cabo en el laboratorio de biotecnologia vegetal y area de
invernaderos, del Tecnolégico Nacional de México Campus instituto Tecnolégico del Valle del
Guadiana, ubicado en la carretera Durango-México kilémetro 22.5 en el Ejido, Villa Montemorelos,
Durango.

Se establecio el cultivo de tomate variedad Benedetti en bolsas tipo vivero, en un invernadero pasivo
tipo sierra de 8 x 20, bajo un disefio experimental completamente al azar con un arreglo factorial. Se
consideraron cuatro tratamientos Cuadro 1, y 20 repeticiones a doble tallo, hasta llegar a 16 racimos,
teniendo como variables de respuesta, diametro polar-ecuatorial, peso de fruto, grados Brix, quimico
proximal, y ozono al 0.90 - 0.98 partes por millén. Los datos se evaluaron con un ANOVA y se
aplicaron pruebas de medias Tukey (P<0.05).

Cuadro 1. Tratamientos establecidos.

T1 Biokomplet® + Té de compost + Ozono
T2 NitroBac Plus ® + Té de compost + Ozono
T3 Biokomplet ®+ Té de compost

T4 NitroBac Plus ®+ Té de compost

Biocomplet y NitroBac son productos de la empresa AgriBest®

Manejo Agronémico

Tutorado

Se llevé a cabo después del trasplante ya cuando la planta presenté alrededor de 25 a 30 cm. de
altura, para mantener la planta erguida y evitar que sus hojas y frutos se pongan en contacto con el
suelo. Utilizando la técnica apropiada de tutorado como menciona Robinson (2014), para que el
espaciamiento sea ideal entre hileras, dependiendo si el tipo de tutorado es espariol u holandés.

Riego

Meza, (2000) menciona que la aplicacion del riego para el cultivo de tomate debe ser cuidadosa, la
sequia como el exceso de agua repercuten en la calidad y produccién del fruto. Se utilizé un sistema
de riego tipo arafia, con salida de cuatro agujas, siendo una por planta.

Poda
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En base a Jaramillo et al. (2006) se requiere realizar la poda de la planta, con el fin de permitir
mejores condiciones, para aquellas partes que quedan en la planta y a la vez eliminar aquellas partes
de la planta que no tienen incidencia de cosecha y que pueden consumir energia necesaria para
lograr frutos de mayor tamafo y calidad.

Fertilizacion.

Las aplicaciones de Té de compost se iniciaron al tercer dia del trasplante, a una dosis de 50 ml por
unidad experimental al total de los tratamientos llegando a 100 ml al final del proyecto, en la misma
dosis se aplica Té de compost + Ozono cada 8 dias de manera foliar (0.90 - 0.98 partes por millén).
La ozonificacién se realizé de forma directa con un ozonificador conectado a la red eléctrica durante
10 diez minutos, logrando ozonificar el 50% de la dosis a aplicar y el otro 50% es cubierto por Té de
compost.

RESULTADOS

A continuacién, se muestran los resultados del anélisis de varianza del estudio realizado en el cultivo
de tomate relacionados con el desarrollo de la planta, rendimiento y calidad de fruto.

El ANOVA para las variables de desarrollo de planta muestra que existen diferencias significativas
entre los tratamientos, y en el Cuadro 1, se muestran los resultados de las pruebas de media Tukey
(a=0.05) respecto al desarrollo de la planta.

En lo referente a la altura de la planta Cuadro 2. Rodriguez et al, (1998) indican que una mayor altura
causa mayor numero de hojas y de clorofila. El incremento en nimero de hojas aumenta la
fotosintesis total, lo que redunda en aumento del peso de fruto y consecuentemente en rendimiento.

Cuadro 2. Resultados de las pruebas de media Tukey (a=0.05) de la variable de respuesta en la
planta de tomate en el estudio.

Tratamiento Altura de planta (cm)
1 20.40b
2 18.10 a
3 17.60 a
4 16.70 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas (a=0.05)

Por lo contrario, Resendez et al, (2005) no encontraron gran diferencia en cuanto la altura de planta,
al evaluar tomate en sustratos con diferentes compostas en comparaciéon con la fertilizacion
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inorganica. La diferencia en los resultados de este estudio con respecto a los autores mencionados
se puede atribuir a la constante aplicacion del Té de compost, asi como el O3 durante en el desarrollo
del cultivo, genotipo y su manejo en el medio de cultivo.

Rendimiento y Calidad de Fruto

A continuacioén, se muestran los resultados del andlisis de varianza para las variables diametro polar,
diametro ecuatorial, rendimiento y grados Brix, Cuadro 3.

Cuadro 3. Resultados de las pruebas de media Tukey (a=0.05) de las variables de respuesta de
cosecha.

Tratamiento | Peso g/fruto Didmetro polar (mm) Didmetro  ecuatorial | Grados Brix
(mm)

1 101.7 ab 74.4 ab 499a 45a

2 103.0a 779a 505a 50a

3 56.0 ¢ 59.5¢ 40.7 bc 3.5ab

4 88.7b 68.8b 47.0b 40a

Se muestran medias de rangos. Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes
(a=0.05).

Con base a los resultados del anadlisis de varianza para las variables rendimiento y calidad de fruto
(Cuadro 3), se observa que existe diferencia significativa en las variables de diametro polar, diametro
ecuatorial y rendimiento, en el caso de la variable grados Brix no se observa diferencias estadisticas
entre los tratamientos. Para diferenciar las medias de cada una de las variables de respuesta entre
los tratamientos, se realizaron analisis de comparacion de medias Tukey respecto a un 95% de
confianza.

Rodriguez et al. (2001) sefiala que no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
para las variables de rendimiento y calidad, recomendado al final de su estudio que los tratamientos
organicos son una alternativa econémica para el agricultor hoy en dia. Rangel et al. (2011), sefiala
que obtuvo mayores rendimientos con la solucioén inorganica con respecto a las fuentes organicas,
pero estas ultimas se mostraron como una buena alternativa econémica para la obtencion de
resultados muy aceptados de cosecha.

El didmetro polar y Ecuatorial es un factor importante, ya que refleja el tamario y calidad del fruto y
entre los factores que contribuyen significativamente al incremento en volumen de los frutos se
encuentran los reguladores de crecimiento como las giberelinas, responsables de la expansion
celular (Garcia et al.1997).

Finalmente, el analisis de varianza no presenté diferencia significativa entre los cuatro tratamientos
en cuanto a la variable de grados Brix, que es la cantidad de azucar presente en el fruto. Sin
embargo, cabe mencionar que los tratamientos T1, T2 Y T4, se encuentran dentro de los
requerimientos 6ptimos para este parametro, tanto para la venta en fresco y para la industria, exigen
los mercados. Aleman (2010) reporta un valor ligeramente mayor o igual 4 °Brix en tomate lo cual es
considerado como adecuado, también Prado (2002) menciona que el contenido de sdlidos solubles
se situa entre 4.5 y 5.5 °Brix, contribuyen los factores agrologicos en el contenido de sélidos solubles
en los frutos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de las pruebas implementadas, se puede determinar que el prototipo, del
Ing. Jonatan Granados Santos, para la produccién de ozono es efectivo, siendo la dosis optima de
(0.9 - 0.98 partes por millén). Dicho prototipo, se disefié especificamente para este fin, considerando
algunas caracteristicas que se requieren dentro de los invernaderos como los son: el facil manejo y
transporte, robustez, bajo mantenimiento, costo accesible y sobre todo seguridad para el usuario.
Esta dltima caracteristica es primordial, dado que para la generacion de ozono se requiere de
componentes que generen un alto voltaje el cual es indispensable para poder llevar a cabo este
proceso, por lo que se necesita que el sistema este aislado de manera apropiada. Cabe mencionar
que el sistema puede ser operado casi por cualquier persona mediante una pequefna capacitacion
sin que se necesiten conocimientos avanzados de ingenieria eléctrica.

Las dosis 6ptimas de ozono generadas por el prototipo promovieron plantas mas vigorosas por lo
que se redujo el uso de agroquimicos. En la variable quimico proximal el Tratamiento 4 cuenta con
el nivel mas alto con 12.36 % de proteina cruda, seguido del Tratamiento 1 con 10.93 % de PC.
Siendo esta una nueva linea de investigacion del uso del Os y su relacién nutricional.

Eluso de Os puede ser considerado como una alternativa econdmica de bioestimulante en conjunto

de fertilizaciones para la produccién organica en invernadero y con criterios de produccién mas
sustentables, dado que evito la presencia de plagas y enfermedades durante el periodo del cultivo.
Lo anterior, es debido a que al aplicarse el ozono se desprende una molécula de oxigeno que funge
como vehiculo transportador de nutrientes por lo que se disminuyen los costos de produccion en
comparaciéon con métodos convencionales que se cotizan en doélares.
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RESUMEN

La palabra xenobiético es derivada del griego y significa “foraneo a la vida”, estos compuestos
generan efectos toxicos a la mayoria de los organismos, incluido el hombre [1]. Uno de los
xenobidticos muy utilizado por el hombre y que genera problemas ambientales por su mal manejo
es el petréleo; en las Ultimas décadas se han registrado varios derrames de petréleo, por lo que se
han buscado nuevas técnicas de limpieza [2]. Los herbicidas son otros contaminantes, estos son
utilizados para control de plagas en los cultivos agricolas. En este trabajo se evalué la capacidad de
Pseudomonas putida KT2440 para utilizar a los xenobiéticos como fuentes de carbono, ya que esta
bacteria porta el plasmido TOL (pWWO), que contiene los genes que codifican enzimas para
degradar toluenos y xilenos [3]. En los ensayos de supervivencia bacteriana, se emplearon como
fuente de carbono control al citrato de sodio, este tratamiento reportd la mayor poblacion bacteriana
con un increment6 de tres érdenes de magnitud durante 96 horas; el hidrocarburo Diésel aumenté
dos 6rdenes de magnitud, la Gasolina aumentd un orden de magnitud (tercer lugar), para el
tratamiento con el herbicida Desmonte-4EB la poblacién bacteriano incrementé medio orden de
magnitud, en el control negativo (medio de cultivo sin fuente de carbono) la poblacién se mantuvo
constante durante todo el experimento y no presentd crecimiento bacteriano, la misma tendencia se
observd en el herbicida Humi max. La prueba de Turkey, mostré diferencias significativas en los
tratamientos: Humi max- Gasolina y citrato de sodio — Humi max. En el tratamiento control positivo,
el citrato de sodio se empleé como fuente de carbono, este compuesto se ha documentado como
fuente de carbono y donador de electrones que la bacteria oxida de forma aerobia. La utilizacion de
la Gasolina y Diésel (hidrocarburos) como fuente de carbono para Pseudomonas es posible y se
puede sustentar, porque el género posee al menos cuatro vias centrales diferentes para el
catabolismo de hidrocarburos, como la via del catecol (cat), vias del protocatecuato (pca),
fenilacetato (pha) y homogentisato (hmg). El herbicida Desmonte 4BE incrementé discretamente a
la poblaciéon bacteriana, se podria explicar, porque el componente primario es el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) que pudo ser oxidado por alguna via catabdlica. En los tratamientos
Humi max (herbicida) y el control negativo (sin fuente de carbono) no incrementaron la poblacion
bacteria, este xenobib6tico carece de toxicidad para la bacteria en estas condiciones experimentales,
a pesar de ser una mezcla compleja de estructuras aromaticas, acidos hiimicos (AH) y falvicos, que
contiene grupos fendlicos, cadenas alifaticas con grupos carboxilicos, que podrian ser utilizados
como donador de electrones por esta bacteria en condiciones experimentales diferentes.

INTRODUCCION

La palabra xenobiético es derivada del griego y significa “foraneo a la vida”. Estos compuestos no se
producen de manera natural [1], sin embargo, los que son naturales, comprenden un amplio rango
de quimicos que incluyen metabolitos de plantas, toxinas animales, hidrocarburos naturales, entre
otros [2]. En el medio ambiente, el termino xenobidtico va a incluir compuestos provenientes de
fabricas de plasticos, crema dental, detergentes, colorantes, teléfonos celulares, desechos del
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lavado de carros, zapatos, plantas de tratamiento de aguas residuales y muchos otros procesos [3,
4]. Algunos de estos compuestos se pueden consideras benéficos ya que coadyuvan en la salud,
como lo son los anticonvulsivos [5], sin embargo, tienen efectos negativos tanto en humanos como
en plantas y animales, porque pueden provocar anomalias neonatales, postnatales y/o disminuir la
capacidad reproductiva, son bloqueadores en la fisiologia de algunos érganos, como lo es el
endocrino [2, 6].

Los hidrocarburos alifaticos (HA) incluyen alcanos, alquinos y cicloalcano, estos son compuestos
organicos no derivados del benceno. Son conformados por moléculas de carbono e hidrogeno,
formando cadenas, que pueden ser abiertas o cerradas. Los HA también se conocen como
hidrocarburos saturados alifaticos, los cuales responden a la formula general de CnH2n*2, y su
estructura quimica esta constituida por enlaces simples de carbono- carbono y carbono-hidrégeno
[7]. Por otra parte, en los hidrocarburos aromaticos estan incluidos los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), que contienen moléculas de benceno y son originados principalmente por la
combustion incompleta o por la pirolisis de materias organicas como lo son aceites, carbon, madera,
tabaco [8]. Al ser producto de materia organica se distribuyen de manera natural en el ambiente e
incluso son bioacumulados por organismos, también contribuyen a la produccién de las especies
reactivas de oxigeno (ROS), que provocan la oxidaciéon del ADN, en consecuencia, tienen efectos
cancerigenos, mutagénicos y teratogénicos en los seres vivos, y en seres humanos puede causar
hemotoxicidad [9].

Ademas, de estos contaminantes, se encuentran también los herbicidas dentro de los compuestos
xenobidticos, son sustancias quimicas toxicas para plantas y otros organismos [10]. A los herbicidas
se les considera como pesticidas utilizados para matar o controlar la vegetacién no deseada (malas
hierbas). Normalmente se utilizan en la agricultura, pero también se usan contra las malas hierbas
en entornos urbanos (campos deportivos, vias férreas y demas) [11]. Aunque se registran efectos
positivos en la agricultura, estos herbicidas causan efectos nocivos en el medio ambiente, debido a
la alta persistencia y toxicidad que presentan en el ambiente [12].

Por otra parte, existen una gran variedad de métodos quimicos, fisicos (lavado de suelo, coagulacién,
filtracion, fotodegradacion) y bioldgicos para la eliminacion de metales pesados [13] y disminuir la
contaminacion del ambiente, entre estos métodos esta la Biorremediacién que se basa en la
degradacion, eliminacion, alteracion o desintoxicacion de productos quimicos a través de la accion
metabdlica de bacterias, hogos o plantas [14] adem&s, estos procesos son sustentables y
econdmicos [15].

TEORIA

Como se mencion6 con anterioridad los compuestos xenobiéticos difieren considerablemente de los
compuestos organicos naturales debido a su impacto negativo para el medio ambiente. Sin embargo,
Pseudomonas putida KT2440 la cual porta el plasmido TOL (pWWO), que contiene los genes que
codifican enzimas para degradar toluenos y xilenos [16,17]. Son bacilos ligeramente curvados, con
0.5 — 1.0 pm de longitud, son Gram-negativos, pertenecen al phylum Protobacterias, a la familia de
Pseudomonadaceae, la divisibon gammaproteobacteria, al phylum Proteobacteria y al género
Pseudomonas. La movilidad de esta bacteria se debe a la presencia de uno o varios flagelos polares
y no forman esporas [18,19, 20]. Estos microorganismos son aerdbicos cuando utilizan al oxigeno
como aceptor de electrones; sin embargo, el nitrato tiene la posibilidad de ser un aceptor de
electrones alternativo en algunos casos, lo cual permite que el crecimiento se produzca de forma
anaerdbica [21]. Bioguimicamente, ha sido caracterizado como bacterias quimiolitoheterotrotrofas y
guimiorganoheterotrofas, que utiliza compuestos inorganicos como fuente de energia y un rango
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limitado de carbohidratos (glucosa, manalosa, manitol, glucanato), junto a sales de acidos organicos
como Unica fuente de carbono (acido caprico, acido madlico, citrato, acido fenilcético, octanato y
citrato), sin formacion de gas [22].

Ademas de esto, se ha documentado que el género Pseudomonas es capaz de degradar
hidrocarburos aroméaticos y promueve el crecimiento vegetal por medio de la produccién de
fitohormonas, sideréforos y ACC desaminasa. También son capaces de degradar compuestos
xenobidticos (fenol, benceno y tolueno), utilizando estos como fuentes de carbono [23, 24, 25]. Por
lo que el objetivo de este estudio es evaluar la capacidad de P. putida KT2440 para degradar los
diferentes xenobidticos como fuentes de carbono.

PARTE EXPERIMENTAL

Para la evaluacion de la supervivencia bacteriana y degradacién de los xenobiéticos, se utilizaron
como fuente de carbono a los xenobibticos, para la formulacién de 50 ml de medio de cultivo liquido
MM9 : 50 pl de FeCls, 125 ul de Goodies, 5 ul de sales M9, 50 pl de MgSOa4 y 500 pl de la fuente de
carbono; para el caso de los hidrocarburos, en cuanto a los herbicidas se coloc6 una concentracion
de 12 g/ L [26], se ajustd el pH utilizando acido fosférico e hidréxido de sodio al 1M. El medio de
cultivo se colocd en matraces para su posterior inoculacion con la cepa P. putida KT2440. Se
establecieron los siguientes tratamientos: 1) Control positivo (fuente de carbono: citrato de sodio 0.1
g), 2) Control negativo (sin fuente de carbono), 3) Gasolina, 4) Diésel, 5) Herbicida Desmonte 4EB,
6) Herbicida Humi max. Las condiciones de incubacion fueron; 30°C a 140 rpm.

El monitoreo de la poblacion se evalué en los siguientes tiempos: 0, 24, 48, 72 y 196 hrs, en donde
se tomd una muestra de 100 pl de cada tratamiento para realizar disoluciones seriadas de 101 hasta
106. Se tomaron muestras de 20 pl de cada disolucién por tratamiento y se inocularon en medio
Citrato de Simmons sélido con cloranfenicol (100000:1 mg/ ml), por consiguiente, se incubaron 24
horas a 30 °C, y se realiz6 el conteo de UFC (Unidades Formadoras de colonia) cada 24 horas, hasta
las 196 horas. Para evaluar el porcentaje de degradacion se tomé otra muestra de 100 pl de cada
tratamiento en cada monitoreo, en un tubo eppendorf con 900 pl de agua destilada, para
posteriormente fue centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos, seguido de esto se midi6 el
sobrenadante en el espectrofotdbmetro. Los cambios en el color se determinaron utilizando un
espectrofotometro UV/Visible para medir la absorbancia de cada tratamiento (rango leible DO= 0.05-
0.8), las lecturas se realizaron a 540 nm, se utiliz6 como muestra blanco el Control Negativo. Las
lecturas se realizaron a las 24 y 48 hrs. En todos los experimentos en medio liquido, el grado de
decoloracién se calculé utilizando la siguiente férmula [27]:
Aini—Aobs

Donde:

D es la Decoloracion (%)

Aini es la absorbancia inicial

Aobs es la absorbancia observada

RESULTADOS

En el ensayo de la evaluacion de la supervivencia bacteriana en distintas fuentes de carbono se
observé que en el tratamiento A que tienen como fuente de carbono citrato de sodio fue el
tratamiento con la mayor poblacion bacteriana, inicié con una poblacién de 5.4 y finaliz6 con 8.6 log
UFC/ml; seguida del hidrocarburo Diésel que aument6 dos érdenes de magnitud (de 6.3 a 8 log
UFC/ml), en tercer lugar Gasolina (D) que inicié con una poblacién de 7.4 y aument6 a 8.4 log
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UFC/ml), para el tratamiento F con el herbicida Desmonte-4EB la poblacién bacteriano incrementé
medio orden de magnitud, en el control negativo B ( sin fuente de carbono) la poblacion me mantuvo
contante durante todo el experimento (5.55 UFC/mI), la misma tendencia se observé en el herbicida
Humi max (E) (Fig.1).

Los resultados de la aplicacion de la prueba de Turkey, muestran diferencias significativas en 2
comparaciones: Humi max- Gasolina (p= 0.031 > 0.05) (E-D) y Positivo — Humi max (B-E) ( p=
0.030>0.05). La cuales son apreciables en la gréfica 1.

Posteriormente se realizdé un analisis ANOVA de una via, en el cual se obtuvieron los siguientes
resultados, con un nivel se significancia de a = 0,05, presentaron una igualdad de varianzas para el
andlisis:

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

Fuente 5 55,58 11,115 3,16 0,025
Error 24 84,52 3,522

Total 29 140,09

Tabla 1. Resultados del analisis de Anova de una via

La comparacion se realiz6 entre columnas del mismo tratamiento por lo que comparamos la toma de
muestras y vemos que no rechazamos la hipétesis inicial (0,025<0,05), por lo que los promedios
tienen una diferencia significativa. Ademas de que el 39.67% de variacion es explicado por la fuente
de carbono.

UFC DE LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS A TRAVES DEL

H Control Negativo B CP mDisel M Gasolina Desmonte Humi max
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Fig.1 Grafica de crecimiento bacteriano. Crecimiento bacteriano de cada tratamiento a diferentes
horas, se utiliz6 el método de Drop plate. La fuente de carbono citrato de sodio es el control Positivo
(A), control negativo: la ausencia de fuente de carbono (B), Diésel es el tratamiento (C), el
hidrocarburo Gasolina (D), el herbicida Humi max (E) y Desmonte-4EB el tratamiento (F).
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Asimismo, se evalué la capacidad de P. putida KT2440 para degradar las diferentes fuentes de
carbono. En la cual se tomé como referencia el control positivo que registré un aumento en la
poblacion debido a que la fuente de carbono fue citrato de sodio, en el control negativo se registro
un descenso de las colonias debido a la falta de fuente de carbono, en el tratamiento con gasolina,
utilizada como fuente de carbono por la bacteria, se registré una degradacién de 19.31%, y el Diésel
registr6 19.51% de degradacion. Junto a estos resultados se obtuvo la grafica de los datos
registrados de la absorbancia de este colorante (Fig. 2).

Absorbancia de las fuentes de carbono a
traves del tiempo
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Fig.2 Curva de absorbancia de degradacion registrada en los diferentes tratamientos en relacion
con el tiempo, en donde se puede observar una disminuciéon de absorbancia en medida que
transcurre el tiempo.

CONCLUSIONES

La bacteriaj Pseudomonas putida KT2440 es capaz de oxidar dos hidrocarburos, y los utiliza como
fuente de carbono, el Diésel es la mejor fuente de carbono porque registré el mayor incremento en
la poblacién bacteriana, seguido por la gasolina, Asi mismo, fue evaluada la capacidad de la bacteria
para oxidar dos herbicidas, Humi Max que fue utilizado como fuente carbono; sin embargo, P. putida
KT2440 carece de actividad metabdlica para oxidar a Desmonte 4EB Por lo que se recomienda,
continuar con el estudio de la capacidad de degradacion de esta bacteria.
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RESUMEN

En este estudio se evalud la germinacion de 11 variedades en proceso de seleccién a los 28 y 56
dias después de la siembra en ciclo plantilla, asi como parametros de crecimiento 90 dias después
de la siembra, en Fase de seleccidn Semillero. Como testigos de referencia, se incluyeron variedades
comerciales de maduracién temprana (CP 72-2086 y COLPOS 05-204), media (Mex 69-290) y tardia
(Mex 79-431). Cada variedad tuvo cinco repeticiones de 20 m lineales. Se realiz6 un analisis de
varianza y una prueba de comparacion de medias por Tukey (a = 0.05). Las variedades en seleccion
COLPOS 09-208, COLPOS 09-132, COLPOS 09-341 y COLPOS 66 destacaron en germinacion
después de 28 dias de la siembra. A los 56 dias emergieron entre 292 a 240 plantas en las
variedades COLPOS 09-66, COLPOS 09-341, COLPOS 09-132 y COLPOS 09-208, superando a las
variedades comerciales que germinaron de 151 a 134 plantas. Las variedades COLPOS 09-132,
COLPOS 09-66, COLPOS 09-93, COLPOS 09-212 y COLPOS 09-341, destacan en mayor nimero
de hojas por tallo moledero, en tanto que las variedades comerciales Mex 79-431 y CP 72-2086
presentan de cinco a cuatro hojas por tallo. Las variedades COLPOS 09-341, COLPOS 09-312,
COLPOS 09-321, COLPOS 09-93, COLPOS 09-132 y COLPOS 09-333 destacaron con alturas
superiores que oscilan de 77.17 a 130.28 cm, en comparacién de dos variedades comerciales, Mex
79-431 y CP 72-2086 con alturas que van de 48.22 y 58.50 cm. Las variedades COLPOS 09-321,
COLPOS 09-312, COLPOS 09-341, COLPOS 09-212, COLPOS 09-333, COLPOS 09-93, COLPOS
09-289, COLPOS 09-132 y COLPOS 09-208 mostraron diametros de tallos de 10.32 a 12.18 mm;
mientras que las variedades testigo tuvieron didmetros de 8.93 a 9.20 mm. Se concluye que el
proceso de seleccion varietal de cafia de azlcar esta generando genotipos con mejores atributos de
germinacién que los testigos comerciales que llevan mas de 50 afios en el campo mexicano.

INTRODUCCION

En México, la cadena de valor de la cafia de azlcar tiene un gran impacto econémico y social en las
comunidades donde se desarrolla, principalmente por ser fuente de alimentos y energia (Gomez-
Merino et al., 2021). Para su establecimiento exitoso, es necesario contar con plantas de buena
calidad y vigor, que muestren excelente capacidad de germinacion y crecimiento inicial (Aguilar-
Rivera et al., 2015).

En México, el proceso de seleccién de variedades de cafia de azlcar se detuvo en la década de
1990, reiniciando hasta la década de 2005. Ello ocasiond que actualmente se sigan utilizando
variedades que fueron seleccionados hace mas de 50 afios por lo que es necesario la renovacion y
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ampliacion de materiales genéticos en el sector para ser mas competitivos (Lavin-Castafieda et al.,
2022).

La seleccion varietal acoplada a un programa de mejoramiento genético convencional de cafia de
azlcar es un proceso que puede tomar de 14 a 16 afios, con un promedio de 15 afios (IMPA, 1983;
Orozco et al., 2012). De manera convencional, cualquier programa de mejoramiento y seleccion
varietal de cafia de azlcar que se desarrolle en el mundo, comprende las siguientes fases: Plantula,
Surco, Cepa, Parcela, Multiplicacion |, Prueba de Adaptabilidad, Multiplicaciéon Il, Evaluacion
Agroindustrial, Multiplicacion Ill, Prueba Semicomercial y Semillero Comercial (Flores-Caceres,
2001).

En este estudio se evaluaron germinacién y caracteristicas agronémicas de 11 nuevas variedades
en Fase Semillero del proceso de seleccion (COLPOS 09-66, COLPOS 09-93, COLPOS 09-132,
COLPOS 09-208, COLPOS 09-212, COLPOS 09-289, COLPOS 09-290, COLPOS 09-312, COLPOS
09-321, COLPOS 09-333 y COLPOS 09-341), durante el ciclo plantilla (Lavin-Castafieda et al.,
2022).

PARTE EXPERIMENTAL

Este estudio se llevo a cabo en el Campo Experimental del Colegio de Postgraduados Campus
Cérdoba, ubicado en la Carretera Federal Cérdoba-Veracruz km 348.5, Congregacion Manuel Ledn,
Amatlan de los Reyes, Veracruz, México a una altitud de 650 m.

Material vegetal

Se evaluaron 11 variedades en proceso de seleccidn en ciclo plantilla (Lavin-Castafieda et al., 2022);
mismas que son presentadas en la Figura 1.

a4 b A
CDLPDS COLPOS | COLPOS
09-66 09-212 09-289
V¢
COLPOS | COLPOS [ COLPOS | COLPOS
09-290 09-312 09-321 09-333

Figura 1. Variedades de cafia de azUcar en proceso de seleccién en ciclo Plantilla en el campus
Cérdoba del Colegio de Postgraduados.

Como testigos se incluyeron variedades comerciales de maduracion temprana (CP 72-2086 y
COLPOSCT 05-204), media (Mex 69-290) y tardia (Mex 79-431) en la evaluacion de germinacion.

En crecimiento, se incluyeron las variedades comerciales CP 72 2086, Mex 69-290 y Mex 79-431
como testigos.
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Disefio de tratamientos y disefio experimental

En esta investigacion las variedades de cafia de azlcar fueron consideradas tratamientos. Cada
variedad tuvo cinco repeticiones en germinacién y 18 repeticiones crecimiento en 20 y 2 m lineales,
respectivamente.

Cada repeticion fue distribuida en campo en un disefio completamente al azar.

Evaluacion de variedades
En Fase Semillero se evaluaron dos etapas fenolégicas de cafia de azlcar:
1. Germinacion a los 28 y 56 dias después de la siembra.

2. En Macollaje se evaluaron variables agronémicas de crecimiento (nimero de hojas, altura
y diametro de los tallos molederos), a los 90 dias después de la siembra (DDS)

Analisis de datos

Con los datos obtenidos en germinacién y macollaje se realizaron andlisis de varianza y pruebas de
comparacion de medias por Tukey (p < 0.05) usando el software R (R Core Team, 2020).

RESULTADOS

La mayor germinacion a los 28 DDS se registré en COLPOS 09-208, COLPOS 09-132 COLPOS 341
y COLPOS 09-66; mientras que a los 56 DDS se tuvo en COLPOS 09-66, COLPOS 09-341, COLPOS
09-132 y COLPOS 09-208. Estas variedades superan a las variedades comerciales (Figura 2).
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Figura 2. Plantas germinadas en cinco surcos de 20 m, de 11 variedades en seleccién y cuatro
testigos de cafa de azUcar (Saccharum spp.) en Fase Semillero. Medias + SD con letras distintas
indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, P < 0.05) en cada muestreo. DDS: dias
después de la siembra.
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Las variedades COLPOS 09-341, COLPOS 09-312, COLPOS 09-321 y COLPOS 09-93 superan a
los testigos en altura de tallos molederos a los 90 DDS. Las 11 nuevas variedades superan en
diametro de tallos molederos, a los testigos, destacando COLPOS 09-321 con mejor didmetro. La
variedad comercial CP 72-2086 presenta menor nimero de hojas a comparacion de las demas
variedades (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variables de crecimiento de cafia de aztcar (Saccharum spp.)

en macollaje a los 90 DDS.

Variedades de  Altura de tallos Diametro de Ndmero

cafia de azicar molederos (cm) tallos (mm) de hojas
COLPOS 09-66 67.67 + cdefg 9.52 + cde 6.22 + a
COLPOS 09-93 83.67 + bc 10.9 abcde 6.16 = ab
COLPOS 09-132 78.39 + bcde 10.38 abcde 6.27 a
COLPOS 09-208 59.22 + fgh 10.32 abcde 5.38 abc

abcd 6.16

COLPOS 09-212 64.33 + defgh 11.18

COLPOS 09-289 63.06 + efgh 10.69 = abcde 572 + abc
COLPOS 09-290  64.17 + defgh  9.82 + bcde 5.00 + bc
COLPOS 09-312 93.44 + b 11.81 5.66 + ahc
COLPOS 09-321 90.50 + b 12.18 + a 577 + abc
COLPOS 09-333 7717 + bedef  11.07 + abcde 594 + abc

COLPOS 09-341 130.28 £ a 11.49
CP 72-2086 4822 + h 9.20
MEX 69-290 82.06 + bcd 9.20
MEX 79-431 58.50 + gh 8.93

abc 6.11
de 4.77
de 6.00

e 5.11

+ +H + +H H +H H +H + &+ + H+ H
4]
o

HoH HHH R H R
jab]
o
]

Medias + SD con letras distintas en cada columna indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, P < 0.05) en cada muestreo. DDS: dias después de la siembra.

Las nuevas variedades de cafia de azlcar en Fase Semillero muestran atributos superiores en
indicadores de germinacion y crecimiento inicial, en comparacion con los testigos comerciales. Estos
atributos, aunados a su mayor capacidad fotosintética, de rendimiento y de acumulacién de sacarosa
(Lavin-Castafieda et al., 2020), hacen de estos nuevos genotipos excelentes candidatos para ir
ocupando espacios importantes en las areas cultivadas con cafia de azUcar.

CONCLUSIONES

El proceso de seleccion varietal de cafia de azlcar esta generando genotipos con mejores atributos
de germinacion que los testigos comerciales que llevan mas de 50 afios en el campo mexicano.

Algunos de los genotipos que estan en proceso de selecciébn muestran mayor vigor en las primeras
etapas del crecimiento de este cultivo, lo que eventualmente se podria traducir en mejores
rendimientos en campo.
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RESUMEN

El patégeno Phytophthora capsici es un oomiceto altamente destructivo, agente causal de la
pudricién de la zona de transicién entre la raiz y el tallo en plantas y su control se ha logrado mediante
la aplicacién de productos quimicos que causan residualidad en el ambiente. Para transitar a una
agricultura sustentable, se necesitan productos alternativos dentro de la rama de los quimicos
verdes. El fosfito (Phi) es considerado un producto alternativo que tiene accién directa sobre
organismos fitopatdgenos, afecta el crecimiento, desarrollo y reproduccion de oomicetos, bacterias,
hongos y nematodos. Por su parte Bacillus amyloliquefaciens sintetiza metabolitos secundarios
antimicrobianos e inducen respuestas de defensa en la planta huésped. En este estudio se evalu6
el efecto de cinco dosis de Phi (0, 5, 10,15, 20 y 25 uM) en combinacién con B. amyloliquefaciens,
en el control in vitro de Phytophthora capsici. Se condujo un experimento en un disefio
completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consistié en
una caja Petri con medio de cultivo PDA adicionado con Phi, en donde se inocul6 un disco de micelio
de P. capsici en el centro y el antagonista en cuatro puntos equidistantes a 2 cm del borde de la
placa. La comprobacién de los mecanismos antagonistas se verificd por observacion directa de la
placa y cuantificacién del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial durante siete dias. Con los
datos obtenidos del porcentaje inhibiciéon del crecimiento micelial (IMG) se realizaron pruebas de
homogeneidad y normalidad; posteriormente andlisis de varianza y prueba de comparaciéon de
medias (Tukey, p < 0.05). El tratamiento 25 pyM Phi + B. amyloliquefaciens inhibi6é totalmente el
crecimiento micelial de P. capsici. El tratamiento 20 uM Phi + B. amyloliquefaciens presento el 75.8%
de inhibicion. Las concentraciones 5, 10 y 15 uM Phi + B. amyloliquefaciens, presentaron porcentajes
de inhibicion de 68.2, 70.6 y 68.8% respectivamente, y no presentaron diferencias significativas entre
ellas. Finalmente, el tratamiento 0 uM Phi + B. amyloliquefaciens inhibi6é el crecimiento micelial
presentando el 42.7%; mientras que, en el testigo absoluto, P. capsici cubri6 completamente la caja
Petri. Estos resultados muestran que la combinacion de Phi y B. amyloliquefaciens ejercen un efecto
antagonista y aumenta la eficacia en la inhibicién del crecimiento micelial de P. capsici. Tanto el Phi
como B. amyloliquefaciens actian de manera sinérgica, el Phi como agente fungistatico y B.
amyloliquefaciens como antagonista mediante la competencia por espacio y nutrimentos.

INTRODUCCION

Debido al éxito comercial de diversos cultivos agricolas, la superficie de la produccién nacional como
monocultivo ha aumentado considerablemente, lo que provocé la aparicion de problemas
fitosanitarios, principalmente la marchitez de plantas (Aguirre-Medina et al., 2021) causada por
Phytophthora capsici, oomiceto altamente destructivo (Olguin Hernandez et al., 2013) y su control
se ha logrado mediante la aplicacion de los fungicidas metalaxyl y mefenoxan, los cuales reducen la
incidencia de la enfermedad, pero pueden tener efectos negativos en el ambiente cuando son
manejados de forma inapropiada. Por ello, es necesario probar nuevos productos quimicos
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alternativos mas amigables con el ambiente (Cerioni et al., 2017; Singh y Vaishnav, 2022). Junto con
estos productos quimicos alternativos, es posible el empleo de organismos benéficos como
enemigos naturales de patégenos (Manayay-Guevara et al., 2016; Solis-Palacios et al., 2021). La
combinacion eficiente de sales de fosfito con especies del género Bacillus han probado eficiencia en
enfoques de biocontrol y bioestimulacién en diferentes cultivos (Simonetti et al., 2015; Su et al.,
2022).

El fosfito (Phi; H2PO3z" 0 HPOs?) es un iséstero del ion fosfato (Pi; H2PO4 0 HPO4s) que resulta de la
pérdida de protones del acido fosforoso (HsPOs3), el cual presenta un atomo central de P con valencia
3, unido a través de un doble enlace a un atomo de O, dos grupos hidroxilo (OH) y un atomo de H a
través de un enlace simple (Gémez-Merino et al., 2022). El término de biocontrol, el fosfito puede
actuar de forma directa sobre los organismos plagas o agentes causales de enfermedades (Massoud
et al., 2012; Liljeroth et al., 2016) como Phytophthora sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp., entre otros
(Oyarburo et al., 2015; Cerqueira et al., 2017). La accion del Phi también puede darse de modo
indirecto, a través de la estimulacion de los mecanismos naturales de defensa de las plantas (Silva
et al., 2011), que restringen la penetracion y supervivencia de los patégenos en la planta (Wu et al.,
2019).

Microorganismos benéficos como Bacillus amyloliquefaciens tienen la capacidad de suprimir
patégenos del suelo, y actuar de manera indirecta, por competencia de espacio y nutrimentos
(produccién de sideréforos, induccion a la respuesta sistémica en plantas mediante la produccién de
fitohormonas y patrones moleculares) (Xu et al., 2013; Chowdhury et al., 2015).

El manejo integrado de plagas y enfermedades (MIPE) apunta a combinar las ventajas de los
diferentes métodos de control, de acuerdo con las condiciones especificas de cada cultivo. La
compatibilidad de la bacteria benéfica Bacillus amyloliquefaciens con distintos productos
considerados dentro de la categoria de quimicos verdes como el Phi, representa una alternativa en
enfoques de biocontrol y bioestimulacién para la agricultura sustentable.

En este estudio se evalué el efecto de cinco dosis de Phi (0, 5, 10,15, 20 y 25 uM) en combinacion
con B. amyloliquefaciens, en el control in vitro de Phytophthora capsici.

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos individuales y combinados de Phi y B
amyloliquefaciens en el control in vitro de P. capsici en condiciones de laboratorio.

PARTE EXPERIMENTAL

Tratamientos

Se evaluo el efecto de cinco dosis de Phi (0, 5, 10,15, 20 y 25 uM) suministrado a partir de acido
fosforoso, en combinacién con Bacillus amyloliquefaciens, en el control in vitro de Phytophthora
capsici en condiciones de laboratorio.

Disefio experimental

Se condujo un experimento en un disefio completamente al azar con diez repeticiones por
tratamiento. La unidad experimental fue una caja Petri con medio de cultivo PDA adicionado con Phi,
en donde se inoculé un disco de micelio de P. capsici en el centro y el antagonista en cuatro puntos
equidistantes a 2 cm del borde de la placa.

Variables evaluadas

La comprobacion de los mecanismos antagonistas se verifico por observacion directa de la placa y
cuantificacion del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial (IMG) durante siete dias.
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Analisis estadisticos

Con los datos obtenidos del porcentaje IMG se realizaron pruebas de homogeneidad y normalidad;
posteriormente analisis de varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, p < 0.05).

RESULTADOS

El tratamiento 25 pM Phi + B. amyloliquefaciens inhibi6 totalmente el crecimiento micelial de P.
capsici. El tratamiento 20 uM Phi + B. amyloliquefaciens presentd el 75.8% de inhibicidn. Las
concentraciones 5, 10 y 15 uM Phi + B. amyloliquefaciens, presentaron porcentajes de inhibicion de
68.2, 70.6 y 68.8% respectivamente, y no mostraron diferencias significativas entre ellas (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de inhibiciéon del crecimiento micelial de Phytophthora capsici en medio de
cultivo PDA en confrontacién con Bacillus amyloliquefaciens con adicién de distintas concentraciones
de Phi. ABS: Testigo absoluto. Medias + Error Estandar con letras distintas son estadisticamente
diferentes (Tukey, p < 0.05).

Finalmente, el tratamiento 0 uM Phi + B. amyloliquefaciens inhibi6 el crecimiento micelial
presentando el 42.7%; mientras que, en el testigo absoluto, P. capsici cubrié completamente la caja
Petri (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento micelial de P. capsici en confrontacion con B. amyloliquefaciens en diferentes
concentraciones de Phi en medio PDA después de 8 d. A) Testigo sin Phi y sin B.
amyloliquefaciens, B) Testigo sin Phi (0 uM) con B. amyloliquefaciens, C) 5 uM Phi con B.
amyloliquefaciens, D) 10 uM Phi con B. amyloliquefaciens, E) 15 uM Phi con B. amyloliquefaciens,
F) 20 uM Phi con B. amyloliquefaciens, G) 25 uM Phi con B. amyloliquefaciens. Bar =1 cm.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la combinacién de Phiy B. amyloliquefaciens ejercen un efecto
antagonista y aumenta la eficacia en la inhibicién del crecimiento micelial de P. capsici. Tanto Phi
como B. amyloliquefaciens actian de manera sinérgica, el Phi como agente fungistatico y B.
amyloliquefaciens como antagonista mediante la competencia por espacio y nutrimentos.
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RESUMEN

Los metales no esenciales repercuten en la productividad de las plantas. El talio (TI) es un metal no
esencial considerado un contaminante ambiental. Existen pocos datos e informacién de los efectos
que el Tl puede provocar en plantas; sin embargo, se considera un elemento altamente téxico a bajas
concentraciones, capaz de inhibir el crecimiento y procesos metabdlicos. Por lo anterior, se estudio
el efecto del Tl en la concentracion de clorofilas y carotenoides de plantas de chile Jalapefio y
Serrano. Se obtuvieron plantulas sanas de 60 dias que fueron se establecidas en un sistema en
hidroponia en recipientes de plastico con solucién nutritiva Steiner al 20%, después de una semana
de aclimatacion, se afiadieron las soluciones de Tl (0, 0.5 y 1.5 uM), después de treinta dias de
exposicion, las plantas fueron separadas, seccionadas y llevadas al laboratorio para realizar el
analisis bioquimico. En una muestra de 0.5 g de hojas frescas y molidas se realizé una extraccién
con acetona al 80% homogenizando y centrifugando la muestra a 10 000 rpm a 4 °C por 15 min. Una
alicuota de 100 pL de sobrenadante y 900 uL de acetona al 80% se transfirieron a una celda para
llevar a cabo su lectura en el espectrofotémetro, leyendo a 663.2, 646.8 y 470 nm; finalmente, se
determind clorofila a, b, y carotenoides. Con los datos obtenidos se realiz6 un analisis de varianza
para un disefio completamente al azar con tres repeticiones y las medias fueron comparadas por la
prueba de Tukey (a=0.05), con el software SAS. En la variedad Jalapefio, la aplicacion de 0.5y 1.5
UM TI disminuy6 significativamente la relacion clorofila a/b 43 y 10% con respecto al testigo; asi
mismo, las clorofilas totales también se redujeron 21y 37% al aplicar 0.5y 1.5 uM TI. Por otra parte,
la concentracion de carotenoides se incrementd significativamente al exponer las plantas a Tl. Los
resultados sugieren que aun con bajas concentraciones el Tl puede causar toxicidad y alterar la
concentracién de clorofilas, no obstante, la aplicacion de dosis bajas puede tener efectos horméticos
al estimular la concentracion de carotenoides, estas alteraciones se han presentado en mostaza
blanca. Se concluye que las plantas de chile Jalapefio son mas susceptibles que las del chile
Serrano, el Tl disminuye la relaciéon clorofila a/b y las clorofilas totales, pero incrementa la
concentracién de carotenoides en Jalapefio.

INTRODUCCION

El talio (TI) es un elemento no esencial para plantas superiores, considerado altamente téxico, fue
descubierto en 1861 por William Crookes. Entre sus propiedades fisicoquimicas destacan ser parte
del grupo 13 de la tabla periddica, es suave, maleable, de color gris metalico, densidad relativa de
11.85 g cm3, nimero atémico 81, masa atémica relativa de 204.38, puntos de fusién de 303 °C y de
ebullicién de 457 °C. Unas de sus principales caracteristicas son su radio iénico de 1.50 A y su radio
atomico de 1.71 A, muy similar a otros cationes esenciales como el potasio (K*) (Rodriguez-Mercado
y Altamirano-Lozano, 2013; Xu et al., 2019).
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El Tl esta presente en depdsitos minerales, rocas, suelos, aguas superficiales y agua de mar. Por
varias décadas fue utilizado como componente principal en raticidas, insecticidas y plaguicidas; sin
embargo, debido a su alta toxicidad a los organismos, su uso esta restringido a la industria
farmacéutica (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998).

Es absorbido por las plantas principalmente desde suelos contaminados con Tl, aunque su
disponibilidad depende de la especie vegetal; por ejemplo, la familia Brasicaceae (con especies de
importancia econémica como brécoli, nabo y col), acumula altas concentraciones de TI,
principalmente, en la parte aérea, a diferencia de plantas como la zanahoria, el frijol, la papa y el
trigo, las cuales acumulan menores cantidades, mayormente en la raiz (Pavli¢kova et al., 2005). Las
plantas que acumulan altas concentraciones de Tl pueden representar un peligro potencial si forman
parte de la cadena alimenticia de los seres humanos, una caracteristica es que, al ser un elemento
con larga vida media, puede acumularse en distintos 6rganos y causar enfermedades (Kazantis,
2000; Madejon et al., 2007).

La absorcion de Tl en platas esta relacionada con su afinidad geoquimica con el K; debido a sus
radios ionicos similares, el Tl puede sustituir a K en diversos procesos bioquimicos (Xiao et al., 2004).
Ademas, el Tl puede alterar la homeostasis del Ca e inhibir la actividad de diversas enzimas
(Ferronato et al., 2016).

En el contexto anterior, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar los efectos de las
concentraciones de 0, 0.5y 1.5 uM Tl en la concentracién de pigmentos fotosintéticos (clorofila a,
clorofila b, relacién clorofila a/b, clorofila total y carotenoides) en plantas de chile Jalapefio y Serrano
cultivadas en un sistema en hidroponia.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Se desinfectaron semillas de chile Jalapefio y Serrano para evitar la presencia de patdgenos en
solucién de hipoclorito de sodio al 2% (0.33 mL L) durante 15 min, posteriormente se germinaron
en una charola de unicel de 200 cavidades con turba como sustrato, aplicando riegos ligeros de agua
cada tercer dia.

Establecimiento de experimento

Cuando las plantulas alcanzaron de 15 a 20 cm de longitud fueron establecidas en un sistema en
hidroponia en recipientes de plastico de 4 L de capacidad con solucién nutritiva Steiner al 20%
(Steiner, 1984) aplicando oxigenacién cada 3 h por 15 min con una bomba de aire, después de una
semana de aclimatacion.

Tratamientos y disefio experimental.

A las soluciones nutritivas se afiadieron las soluciones de Tl (0, 0.5y 1.5 uM). El pH de las soluciones
se ajustd a 5.5 cada 24 h. Las soluciones se renovaron en su totalidad cada siete dias. La unidad
experimental fue un recipiente con cuatro plantas; mismas que se distribuyeron en invernadero en
un disefio completamente al azar.
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Variables evaluadas

después de treinta dias de exposicion, las plantas fueron separadas, seccionadas y llevadas al
laboratorio para realizar el analisis bioquimico. En una muestra de 0.5 g de hojas frescas y molidas
se realiz6 una extraccién con acetona al 80% homogenizando y centrifugando la muestra a 10 000
rpm a 4°C por 15 min, una alicuota de 100 pL de sobrenadante y 900 uL de acetona al 80% se
transfirié a una celda para llevar a cabo la lectura en el espectrofotometro (Jenway 6715 UV/Vis),
leyendo a 663.2, 646.8 y 470 nm, finalmente, se determinaron las concentraciones de clorofila a, b,
y carotenoides de acuerdo a Sumanta et al. (2014), con las siguientes ecuaciones:

o (Cha=12.25A6632—2.79A646.8
o (Chb=21.5A646.8—5.1A6632
e (x+c=(10004470-1.82Ca—85.02Ch) /198

A=absorbancia, Cha=Clorofila a, Chb=clorofila b, Cx+c= Carotenoides

El contenido total de clorofila se obtuvo con la suma de clorofilaay b

Analisis de datos

Con los datos obtenidos se realiz6é un analisis de varianza y pruebas de comparacién de medias con
la prueba LSD (P < 0.05), para cada metal y variedad evaluados, usando el software SAS (SAS,
2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

El Tl tuvo efectos diferenciales entre variedades de chile. En la variedad Jalapefio, la aplicacion de
1.5 pM TI disminuyé significativamente la concentracion de clorofilas a y b en 34 y 31%
respectivamente. Los tratamientos 0.5y 1.5 uM Tl reducen la relacién clorofila a/b en 43 y 10% con
respecto al testigo; las clorofilas totales se redujeron 21 y 37% al aplicar 0.5 y 1.5 yM Tl. La
concentracion de carotenoides se incremento significativamente al exponer las plantas a TIl. Los
tratamientos con Tl no provocan diferencias significativas en la variedad Serrano (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentracion de clorofilas, relacion clorofila a/b y carotenoides (ug g de biomasa fresca)
de hojas de chile Jalapefio y Serrano expuestas a Tl por 30 d.

bl dad T (M)
Variable Varieda -
0 (testigo) 0.5 15
Jalapefio 5,60+ 1.65a 4.02+045a 190+0.48b
Clorofila a
Serrano 476 +0.97 a 5.02+049a 3.83+0.66a
) Jalapefio 256+0.75a 196+041a 0.80+049b
Clorofila b
Serrano 254 +055a 266+0.75a 2.60+0.58a
Relacién Jalapefio 220+0.40a 096+0.10b 0.24+0.18¢c
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Clorofila a/b Serrano 1.07+0.28 a 098+0.29a 0.99+0.22a

. Jalapefio 9.68+2.80a 2.08+0.20b 3.63+296b
Clorofila total

Serrano 1.87 £ 0.08 a 199+055a 148+0.10a

) Jalapefio 0.85+0.35¢c 7.00+£089a 3.25+094b
Carotenoides

Serrano 841+1.74a 887+108a 7.05+1.28a

Medias = DE con letras distintas en cada variedad indican que existen diferencias estadisticas
significativas (LSD, P < 0.05).

Los resultados sugieren que aln con concentraciones bajas, el Tl puede ser muy toxico y alterar la
concentracién de pigmentos fotosintéticos. Sin embargo, la aplicacién de bajas dosis puede provocar
efectos bioestimulantes como los observados en la concentracion de carotenoides. Respuestas
similares que han observado en plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivadas en hidroponia
con silicio (60 y 125 mg L) (Trejo-Téllez et al., 2020), asi mismo, elementos como el lantano (La)
estimulan la biosintesis de clorofila a, b, y clorofilas totales en plantas de chile pimiento después de
30 d de aplicacion (Garcia Jiménez et al., 2017).

CONCLUSIONES

Las plantas de chile Jalapefio son mas susceptibles a la exposicion de Tl, mientras que las plantas
de chile Serrano son mas resistentes. En Jalapefio el Tl disminuye la concentracion de clorofila a, b,
la relacion clorofila a/b y las clorofilas totales, pero incrementa la concentracion de carotenoides.
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RESUMEN

El agua es un recurso que cuenta actualmente con diferentes presiones para su uso, y su
disponibilidad depende tanto de su cantidad como de su calidad. En Guanajuato, la cuenca del Rio
Turbio es ampliamente reconocida por la Comision Nacional del Agua como contaminada y
fuertemente contaminada. El papel de la agricultura en el problema ambiental de la cuenca es més
complejo, ya que no sélo se afecta por el uso del agua del rio Turbio como agua de riego, sino que
también contribuye al ser una fuente difusa de contaminacion por plaguicidas y herbicidas. La
presencia de estos contaminantes y su dispersién pueden traer como consecuencia efectos
adversos a la salud humana, asi como la afectacion de la biodiversidad en la zona.

El presente proyecto tuvo como objetivo principal el desarrollar e implementar una tecnologia de
tratamiento de agroguimicos toxicos en agua, mediante el uso de tecnologias verdes. Para ello se
consideraron los siguientes objetivos especificos: a) Elaborar el diagnostico del estado actual de la
calidad del agua de la cuenca del Rio Turbio, b) Implementar un sistema de tratamiento de
agroquimicos téxicos en agua basado en humedales construidos en conjunto con un proceso de
bioadsorcién, c) Difundir los resultados sobre el estado actual de la cuenca del Rio Turbio y
concientizar el uso de agroinsumos téxicos y su relacién con la afectacion de los cuerpos de agua,
y d) Facilitar la adopcion de la tecnologia de tratamiento de agua hacia las comunidades agricolas.

Entre los resultados del diagnéstico se encontré la presencia de plaguicidas organoclorados como
el aldrin, clordano, p,p-DDT, dieldrin, endrin, heptacloro, hexaclorobenceno y metoxicloro los cuales
superan los criterios recomendados por la Ley Federal de Derechos. Asi también, se disefi6 y
construy6 un sistema de tratamiento que consistid en una configuracion tipo lineal compuesta de 8
modulos de humedales construidos adicionado con un sistema de adsorcién con biocarbonos. El
sistema tiene el potencial para reducir una gran diversidad de contaminantes, entre ellos los
plaguicidas organoclorados, organofosforados y herbicidas, ademéas de disminuir hasta en un 90%
los pardmetros de calidad de agua como la demanda quimica de oxigeno y los sélidos suspendidos
totales.

Como tercera y cuarta actividad se desarrollaron talleres a los agricultores de los municipios de la
zona de estudio, con el fin de difundir los resultados sobre el diagnéstico del agua del rio Turbio, y
de concientizar sobre el uso de plaguicidas y su relacion con la afectacion de los cuerpos de agua.
Dentro de estos talleres, se realiz6 la demostracion didactica del funcionamiento de los humedales.
Este tipo de talleres tuvo una respuesta muy positiva en la transformacién del conocimiento por parte
de los agricultores. Consideramos que se requiere continuar haciendo promocion sobre el uso de
humedales construidos, con el fin de dar a conocer a mas usuarios dicha solucion y seguir
sensibilizando a mas agricultores sobre los beneficios de su implementacion.
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INTRODUCCION

El agua es el recurso natural mas importante para el ser humano y para el desarrollo de sus
actividades econdmicas y productivas. Para el estado de Guanajuato, la cuenca del rio Turbio
perteneciente a la regién hidrolégica niumero 12 Lerma-Santiago (RH-12) (Diario Oficial de la
Federacion, 2003), representa una fuente de abastecimiento de agua para la agricultura en diversos
municipios del estado como San Francisco del Rincén, Purisima del Rincén, Manuel Doblado, entre
otros. Esta cuenca comprende desde el origen del rio Turbio en el cerro de San Juan, pasando por
una derivacion en el municipio de Purisima del Rincén donde toma el nombre de rio Isabelota, hasta
donde se localiza la Estacion Hidrométrica Las Adjuntas.

El rio Turbio esta incluido de forma total en esta cuenca y es el mas importante. Se considera un
acuifero profundo, aunque esto es variable en algunas de sus porciones y se clasifica como un
acuifero libre, con partes semiconfinadas. El rio se caracteriza por su régimen intermitente, con un
caudal medio anual de unos 70 hm?® (millones de metros clbicos). Sin embargo, la fuerte
contaminacion es ampliamente reconocida por la Comisién Nacional del Agua, que a través del
Sistema Nacional de Informacién del Agua clasifica el agua como contaminada y fuertemente
contaminada en varios puntos de monitoreo (CONAGUA, 2020). Dicha clasificacion surge al exceder
diferentes parametros biolégicos, fisicos y quimicos como lo son la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO), oxigeno disuelto (O2) y sélidos totales (ST). Ademas,
se ha reportado la presencia de metales pesados y sales solubles como el sodio (CIATEC y CEAG,
2019). El origen de estos contaminantes proviene de las descargas de aguas residuales domésticas
e industriales al rio, principalmente de las ciudades de Ledn y San Francisco del Rincon (CIATEC,
COLMICH y Comision de Cuenca del Rio Turbio, 2012). De manera particular, existe una
considerable aportacion de aguas residuales de tipo industrial provenientes del sector cuero-calzado
en Ledn y la zona conurbada.

Es importante mencionar que el sector agricola tiene especial importancia en esta zona. La superficie
sembrada de los municipios de San Francisco del Rincén, Purisima del Rincén y Manuel Doblado
abarcan aproximadamente 55 mil hectareas, de las cuales para el municipio de Manuel Doblado
corresponde el 43%, San Francisco del Rincon el 30% y Purisima del Rincon el 27%. Ademas de la
superficie sembrada en el municipio, existe una diversidad de cultivos entre los que destacan el maiz
(21,279 hectéreas), sorgo (15,751 hectareas) y trigo (5,430 hectareas). Otros cultivos de importancia
comercial son el ajo, avena, brécoli, cebada, cebolla, chile verde, col, frijol, garbanzo, papa, tomate
y zanahoria. Esto representa un valor de produccién cercano a los 2,600 millones de pesos, que
corresponde a un 8% del valor de produccion en todo el estado, de acuerdo a los registros del
Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2019).

A pesar de que la zona del Bajio de Guanajuato tiene un modelo de desarrollo agricola con elevados
rendimientos y valores de produccion, ha generado impactos del agroecosistema mediante la
alteracién y vulnerabilidad de sus funciones, debido a la gran cantidad de plaguicidas utilizados
(Pérez-Olvera et al., 2017). De acuerdo al trabajo previamente mencionado, 23 de los 29 ingredientes
activos de plaguicidas utilizados y recomendados tanto por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de
Guanajuato (CESAVEG) y productores de la zona del Bajio, corresponden a plaguicidas altamente
peligrosos (PAP). Recientemente, se ha reportado que los plaguicidas cipermetrina, lamda-cialotrina,
clorpirifos, fenvalerato y malation, ademas de los herbicidas topramezone, 2,4-D, glifosato y paraquat
son los més utilizados en la cuenca del rio Turbio. De acuerdo a los resultados de la valoracion de
impacto ambiental, los plaguicidas antes mencionados son considerados de poco a moderadamente
peligrosos para la salud y de alto a muy alto peligro al ambiente (Rangel-Ortiz et al., 2023).
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ANTECEDENTES

El papel de la agricultura en el problema ambiental de la zona de estudio es mas complejo, ya que
no solo se le afecta por el riego usando el agua del rio, sino que también contribuye al ser una fuente
difusa de contaminacion. Asi lo demuestran los monitoreos en el afio 2010 y 2012 (CIATEC,
COLMICH y Comision de Cuenca del Rio Turbio, 2012), donde se detect6 la presencia de herbicidas
como el 2,4-D en concentraciones de 1.32 a 4.11 ug/L, plaguicidas organoclorados como el
hexaclorobenceno (0.32 pg/L), p,p’- DDE (0.25 ug/L) y endrin aldehido (0.13 ug/L), y de plaguicidas
organofosforados como es el protiofos (hasta 25.38 ug/L) en varios puntos del rio Turbio dentro de
los municipios de Ledn, San Francisco y Purisima del Rincon.

Se ha reportado que el uso desmesurado de estos compuestos puede traer como consecuencia
efectos adversos a la salud humana. Entre los sintomas a corto plazo se encuentran: dolor de
cabeza, mareo, irritaciones en la piel, vision borrosa, nauseas y vomito. Otro tipo de efectos adversos
son el dafio en la funcién inmunoldgica, alteracion endécrina (Mandrich, 2014), abortos espontaneos
y prematuros, retrasos en el desarrollo neuroldgico de nifios (Cioroiu et al., 2010; Mufioz-Quezada
et al., 2012), cancer (prostata, pulmon, estbmago, mama, leucemia y linfomas) (Ordofiez-Beltran et.
al., 2019), asi como enfermedades neurodegenerativas (Allsop et al., 2015). Asi mismo, se ha
documentado que los plaguicidas en el ambiente pueden provocar la destruccién de la biodiversidad
(Briihl y Zaller, 2019). Existen casos que han sido reportados, como es la disminucién de la biomasa
de insectos de mas del 70% en las ultimas décadas en Alemania, la reduccion a la mitad de las
poblaciones de aves de las tierras de cultivo en Europa y los efectos sobre los polinizadores (Potts
et al., 2010; Hallmann et al., 2017).

Estos problemas de contaminacion y disponibilidad afectan a la poblacién rural aledafia al rio,
considerada de escasos recursos (CIATEC y SMAOT, 2020). Esta poblacion abarca a los 15,686
habitantes en la parte de los municipios de San Francisco y Purisima del Rincén, y de 6,507
habitantes en el municipio de Manuel Doblado.

Bajo este contexto, el objetivo general de este trabajo fue desarrollar e implementar una tecnologia
de tratamiento de agroquimicos téxicos en agua, mediante el uso de humedales construidos y un
sistema de bioadsorcion para la cuenca del rio Turbio.

DISENO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de este proyecto se consideraron 3 actividades principales:

a) Elaboracion del diagnéstico actualizado de la calidad del agua de la cuenca del Rio Turbio,
considerando el monitoreo de herbicidas, plaguicidas organoclorados y organofosforados. Para ello
se realiz6 una campafia de muestreo para el analisis de agua superficial (15) y agua subterranea (5),
considerando pardmetros analizados en campo como pH, temperatura, oxigeno disuelto,
conductividad, turbidez, salinidad, resistividad, potencial 6xido-redox, solidos disueltos totales
mediante el uso de un medidor multiparamétrico Hanna H198194. Asi también, se analiz6 la demanda
bioquimica de oxigeno (DBOs) de acuerdo a la NMX-AA-028-SFCI-2001, demanda quimica de
oxigeno (DQO) de acuerdo a la NMX-AA-030/2-SFCI-2011 y 42 plaguicidas dentro de la clasificacion
de organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides y herbicidas mediante GC-puECD,
GC-MS, HPLC-DAD y LC/MS-MS.

b) Desarrollo e implementacién de un sistema de tratamiento de agroquimicos téxicos en agua
basado en humedales construidos en conjunto con un proceso de bioadsorcion. Para este punto se
realiz6 el escalamiento de un sistema evaluado previamente a nivel laboratorio (Baltazar-Campos et
al., 2020). Este nuevo sistema consistié en una configuracion tipo lineal compuesta de 8 mddulos de
humedales construidos en 4 secciones, interconectados entre si. El volumen estimado de tratamiento
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fue de 500 L/dia, dado el tiempo de retencién de 60 horas. La construccién de los humedales requirié
trabajos para la adecuacién del terreno, la perforacion de las fosas con una pendiente del 3%, y la
colocacién de geomembrana de HDPE de 1 mm de espesor. Como sustrato se utilizé piedra
volcanica conocido como tezontle de 1 a 5 cm de diametro, y grava de 3 cm de diametro para la
separacién de cada seccién. Asi también se realizé el levantamiento de una base para un tanque
elevado de recepcion (10,000 L), la excavacion para la colocacion de un tanque de almacenamiento
del mismo volumen y registros de agua. Las conexiones de realizaron utilizando tuberia de PVC de
2y 4”7, Se utilizé a la planta Typha domingensis como medio vegetal de los humedales, la cual
estaba adaptada a la concentracion de contaminantes del rio Turbio. Como proceso adicional, se
instalé un sistema de bioadsorcién utilizando carbén activado comercial (cascara de coco), el cual
fue instalado a la salida del tanque de almacenamiento enterrado.

c¢) Difusion de resultados sobre el estado actual de la cuenca del Rio Turbio a las comunidades
agricolas y la concientizacién en el uso de agroinsumos toxicos y su relacién con la afectaciéon de
los cuerpos de agua, y d) Facilitar la adopcién de la tecnologia de tratamiento de agua hacia las
comunidades agricolas. Para ello se realizaron encuestas y talleres participativos, como metodologia
de anadlisis social, con el fin de obtener informacion a partir del involucramiento e interacciones de
los actores sociales de una manera dinamica. Como parte de las actividades en los talleres se
preparé material adecuado para la difusidon de resultados y se hicieron recomendaciones para las
practicas de manejo de plaguicidas. Asi también, se realiz6 la demostracién didactica del
funcionamiento de los humedales construidos mediante el uso de modelos a escala. Para estos
talleres se realizé la invitacion a comunidades de los municipios de San Francisco del Rincon y
Purisima del Rincon.

RESULTADOS

De acuerdo a los analisis de los diferentes puntos de monitoreo (Figura 1) y tomando como referencia
la escala de clasificacion de calidad del agua de CONAGUA (la cual abarca categorias que van de
excelente a fuertemente contaminada), se encontré que el agua del rio Turbio se considera como
Contaminada y Fuertemente contaminada con base a la concentracion de DBOs, SST y DQO (Tabla
1).
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Figura 1. Recoleccion y preservacion de muestras de agua provenientes de agua superficial y
subterrdnea en la cuenca del rio Turbio.

Tabla 1. Concentracién determinada y clasificacion de calidad de agua superficial

Fuente ID

SST (mg/L) | DQO (mg/L)

Turbio RTP-08

Isabelota

RTP-12
Categorias de calidad del agua: Amarilla — aceptable, naranja — contaminada y

rojo — fuertemente contaminada.

Para el caso del agua subterranea, la calidad del agua se bas6 en pardmetros como la conductividad,
sélidos disueltos, arsénico y cromo (Tabla 2). De acuerdo con las concentraciones encontradas, el
cromo representa una problemética en los puntos monitoreados al catalogarse como agua no apta
como fuente de abastecimiento de agua potable. Aunado a esto, hay puntos donde la conductividad
eléctrica es catalogada como indeseable para riego debido a la presencia posiblemente de iones
como cloruros, nitratos, sodio, entre otros.

Tabla 2. Concentracién determinada y clasificacion de calidad de agua subterranea

Conductividad | Sélidos disueltos
Fuente ID (uS/cm) totales (mg/L) As (ng/L) | Cr (mg/L)

Acuifero
Turbio
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RTP-19
RTP-20

Categorias de calidad de agua de acuerdo a diferentes parametros. a) Conductividad: Roja —
Indeseable para riego, Naranja — Dudosa, Amarilla — Permisible, Verde — Buena, Azul — Excelente.
b) Sélidos disueltos totales: Roja — Indeseable para riego, Naranja — Cultivos tolerantes, Amarilla
— Cultivos con manejo especial, Verde — Cultivos sensibles, Azul — Excelente. c) Arsénico (As): Rojo
— No apta, Verde — Apta como fuente de abastecimiento de agua potable, Azul — Excelente, potable.
d) Cromo (Cr): Rojo — Agua no apta como fuente de abastecimiento de agua potable, Azul — Potable,
excelente.

Este estudio demostro la presencia de plaguicidas en agua del rio Turbio (Figura 2). Los puntos de
monitoreo RTP-05 y RTP-11 se destacaron por la presencia de plaguicidas organoclorados, mientras
que en el punto RTP-04 se detectd la presencia de plaguicidas organofosforados como clorpirifos,
etoprofos, fenclorfos, gution y metilparation. Se destaca también la presencia de toxafeno en todas
las muestras de agua.
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Figura 2. Contaminantes organicos detectados en muestras superficiales de: a) Rio Turbio, b) Rio
Isabelota. En rojo: Presencia del contaminante. En Azul: Ausencia del contaminante.

Es importante mencionar la presencia de plaguicidas que ya estan discontinuados o prohibidos para
su venta y uso (como es el caso del aldrin, endrin, DDT, toxafeno). Esto podria deberse a fuentes
comerciales locales o por fuentes acumuladas en el suelo que, por diferentes procesos durante la
época de lluvias, podrian estar llegando al agua del rio Turbio. No se detectd la presencia de
herbicidas.

Una vez identificada la situacién actual de la contaminacién del agua en la cuenca del Rio Turbio, se
comenz6 la segunda actividad que consistio en el disefio, construccion y adaptacién de un sistema
de humedales construidos adicionado con un sistema de bioadsorcién, el cual fue producto del
escalamiento de un sistema de nivel laboratorio a escala piloto (Figura 3 y 4).
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Figura 3. Construccion de sistema de tratamiento de agua proveniente del rio Turbio a base de
humedales construidos y sistema de bioadsorcion.

Figura 4. Adaptacion del sistema de humedales construidos para depuracion de agua proveniente
del rio Turbio por un periodo de 5 meses.

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 96



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

El sistema completo de humedales-bioadsorcion demostré tener el potencial para reducir una gran
diversidad de contaminantes encontrados en el rio Turbio, entre ellos plaguicidas tipo aldehido

(acroleina), plaguicidas organoclorados (aldrin,

dieldrin,

p,p-DDT, hexaclorobenceno, beta-

hexaclorociclohexano) organofosforados (clorpirifos) y herbicidas (glifosato). Se destaca también
remocion de cromo total, asi como de acetaldehido y formaldehido, los cuales estan relacionados

como subproductos de la industria curtidora. (Tabla 3).

Tabla 3. Eficiencias de remocidon del sistema de humedales construidos y adsorcion

Entrada al

humedal Salida de Remocion  gyjiga de Remocion
Parametro humed}al parcial humedales + tot@l

W SES;: ES (%) adsorbedor (g4
DQO (mgl/L) 2782.0 632.4 77.3 127.3 95.4
Solidos Totales (mg/L) 4533.3 2585.5 68.4 816.6 82.0
igl'::gz (mgns_‘)’Spe”didos 650.0 16.4 97.5 5.0 99.2
Sulfuros (mg/L) 80.6 30.7 61.9 1.3 98.4
Glifosato (ug/L) 68.9 234 87.8 2.86 95.8
Formaldehido (ug/L) 174.7 145.6 16.7 <LPC 100
Acetaldehido (ug/L) 16.15 4.68 71.0 <LPC 100
Acroleina (ug/L) 50.86 49.68 2.3 2.7 94.7
Hexaclorobenceno

1.37 <0.236 100 <0.236 100
(ug/L)
Beta-BHC (ug/L) 1.37 1.19 13.1 <0.236 100
Aldrin (ug/L) 1.62 0.47 71.0 <0.236 100
Dieldrin (ug/L) 1.40 <0.236 100 <0.236 100
p,p-DDT (ug/L) 1.52 0.44 71.1 <0.235 100
Clorpirifos (ug/L) 149.4 30.45 79.6 <0.236 100
Cromo (mg/L) 9.23 0.09 99.0 0.009 99.9

LPC: Limite practico de cuantificacion
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Tomando en cuenta los parametros de solidos suspendidos totales (SST) fue posible clasificar la
calidad del agua tratada pasando de 650 mg/L (Fuertemente contaminada) a <25 mg/L (Excelente)
a la salida de los humedales. Para el caso de la DQO hubo una remocién del 77.3% a la salida de
los humedales, llegado a 95.4% a la salida del sistema de bioadsorcién. La comparacion visual de
la muestra de entrada y salida del sistema de tratamiento completo se observa en la Figura 5.

Figura 5. Comparacion de muestras de agua a la entrada y a la salida del sistema de tratamiento.

Como parte de las actividades propuestas se desarrollaron talleres a los agricultores de los
municipios de la zona de estudio. Participaron agricultores de las comunidades de San Angel, La
Providencia, La Descubridora, San Bernardo, El Llano, Purisima, El Maguey y Jala de Canovas en
el municipio de Purisima del Rincén, y en San Roque de Montes, El Ramillete, Santa Rosa Plan de
Ayala en el municipio de San Francisco del Rincon (Figura 6).

Figura 6. Talleres participativos desarrollados en Purisima del Rincén (arriba) y San Francisco del
Rincon (abajo)

El objetivo de los talleres fue difundir los resultados sobre el diagnéstico actualizado del agua del rio
Turbio y de concientizar sobre el uso de plaguicidas. Esto pudo realizarse gracias a que los
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asistentes, a través de las preguntas detonadoras realizadas, pudieron profundizar acerca del uso
de plaguicidas y su afectacion sobre los cuerpos de agua. Parte de la informacion recabada en estos
talleres puede consultarse en Rangel-Ortiz et al., 2023.

Este tipo de talleres tuvo una respuesta muy positiva en la transformacién del conocimiento por parte
de los agricultores. Como parte del aprendizaje consideramos que se requiere continuar haciendo
promocion sobre el uso de humedales construidos para la depuracién del agua de cuencas, con el
fin de dar a conocer a mas usuarios dicha solucion y seguir sensibilizando a mas agricultores sobre
los beneficios de su implementacion.

CONCLUSIONES

El estudio demostro la contaminacion de plaguicidas organoclorados y organofosforados en el agua
del rio Turbio, destacando la presencia de plaguicidas que ya estan discontinuados o prohibidos para
su venta y uso. Ademas, la concentracion de cromo, acetaldehido y formaldehido cuantificada en las
muestras de agua superficial y subterranea demuestran la influencia de las descargas de la industria
curtidora.

El sistema propuesto de humedales construidos y bioadsorcion demostrd tener el potencial para
reducir una gran diversidad de los contaminantes antes mencionados, resaltando la disminucién de
parametros que influyen en la calidad del agua como los solidos suspendidos totales y la demanda
quimica de oxigeno.

Como parte del aprendizaje en los talleres participativos observamos una ventana de oportunidad
para la realizacién de campafas de concientizacion ambiental y de salud hacia los agricultores.
Ademas, se requerira de la sinergia entre agricultores, proveedores e instituciones competentes para
llevar a cabo capacitaciones hacia los usuarios de plaguicidas en la cuenca del rio Turbio.
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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo comparar algunas propiedades fisicas, quimicas y
antioxidantes en vegetales (acelga, betabel, cilantro, espinaca, lechuga, rabano, zanahoria y
jitomate) de produccidn ecoldgica y comercial. Los productos ecolégicos se cultivaron y obtuvieron
de huertos ecoldgicos con metodologias estandarizadas para su implementacion mientras que las
muestras comerciales se obtuvieron de un proveedor local. EIl mismo dia de compra y cosecha se
evalué color, textura, humedad y cenizas en el producto fresco sin pelar. En las muestras liofilizadas
se determinaron compuestos bioactivos (compuestos fendlicos totales, acido ascérbico, clorofila a 'y
b, B-carotenos, antocianinas, betalainas y licopeno), actividad antioxidante usando el acido 2,2-
azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTSe+), 2 ,2'-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y ensayos
de poder antioxidante reductor férrico (FRAP), y actividad quelante. Las hortalizas ecoldgicas
presentaron mejores caracteristicas de color (alta luminosidad e intensidad) que las muestras
comerciales y, segun el valor de (AE), esta es una diferencia que puede ser percibida por el ojo
humano. Del mismo modo, las hortalizas ecoldgicas resultaron més turgentes que las muestras
comerciales. El contenido de compuestos bioactivos se encontr6 en mayor concentracion en
vegetales producidos ecolégicamente y se correlacion6 positivamente con la capacidad antioxidante.
Es importante realizar mas estudios en los que se pueda determinar el efecto sobre la salud de estas
hortalizas cuando se integran en la dieta y asi poder recomendar su inclusién en la dieta como
estrategia de sostenibilidad en la produccién de hortalizas para autoconsumo.

INTRODUCCION

A partir del aflo 2000 se establecieron en Estados Unidos procesos de certificacion para la
producciéon de alimentos con metodologias respetuosas con los ecosistemas sin utilizacion de
fertilizantes o pesticidas que comprometan el medio ambiente; a este proceso se le denomina
“produccion organica” lo que implica tramites administrativos y un costo de pago econémico que
absorbe el productor (Browne et al., 2001). En consecuencia, se implementd el concepto de
agricultura organica en los sistemas agricolas centrado en la necesidad de desarrollar tecnologias y
practicas que no tengan efectos adversos sobre el medio ambiente (bienes y servicios), pero que
sean accesibles y eficaces para los agricultores, lo que conduce a mejoras en la productividad
alimentaria. En este proceso, se puede entender que todos siguen los estandares de un sistema
organico, pero con el término de “produccion ecolégica” (Olesen & Bindi, 2002). Este proceso
ecolégico no cuenta con certificacion; sélo es validado por las practicas éticas del productor
responsable (Willer et al., 2008).
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Una estrategia de sustentabilidad es la produccién de alimentos para el autoconsumo, utilizando
huertos verticales, techos verdes y huertos escolares ecoldgicos que pueden ser una posibilidad
cuando sea factible, y en ellos se pueden producir hortalizas de consumo frecuente, permitiendo el
acceso a estos productos vegetales en todo momento (Amaya-Castellanos et al., 2015; Brand-
Williams et al., 1995). Estas estrategias son metodologias que cuidan el medio ambiente, evitan el
desperdicio de alimentos a través de la produccion de composta, contribuyen a la economia de las
familias y brindan alimentos de mejor calidad (mayor contenido de compuestos bioactivos, fibra
dietética, minerales y otros) (Sant'/Anna et al., 2013).

.Este sistema de produccion de alimentos resulta mas atractivo para los consumidores, ya que
contribuye con el suministro de alimentos y a disminuir el tiempo de almacenamiento y, por lo tanto,
preservar las calidad higiénica y nutricional de los vegetales (Luciana et al., 2017), incluso a las
percibidas por los sentidos (sabor, olor, color, textura, forma y apariencia) (Huyskens-Keil &
Schreiner, 2006; Schifferstein et al., 2018; Thomsen et al., 2018). Las verduras que se producen con
meétodos organicos pueden tener concentraciones mas altas de estos compuestos (Tena & Mart,
2020) debido a que las plantas son expuestas a condiciones de estrés controlado (donde no se lleva
a cabo el proceso de mineralizacion o fertilizacién inorganica) (Divya et al., 2014; Righetti et al.,
2021). Como consecuencia, estos mecanismos de proteccion promueven un aumento de
compuestos bioactivos durante el crecimiento de las plantas en sistemas de produccion ecolégicos.
Si no se cuidan las condiciones de manejo y almacenamiento (tiempo, humedad, temperatura y pH)
en forma controlada durante la postcosecha, los tejidos de las plantas se ven afectados, lo que
modificara la concentracion de los compuestos bioactivos por pérdidas o degradacion de estos.
Teniendo en cuenta la escasa informacién que hay de como los sistemas de produccion influyen en
la calidad fisica y quimica de las hortalizas en un sistema ecolégico, este estudio tiene como objetivo
comparar algunas propiedades fisicas (color y textura) y propiedades antioxidantes en hortalizas de
produccion ecoldgica frente a productos comerciales.

METODOLOGIA

Las muestras comerciales se obtuvieron de un proveedor local de Pachuca Hidalgo, México,
eligiendo el color y la textura considerando madurez comercial sin laceraciones ni lesiones externas,
como lo seleccionaria un consumidor local. La produccién ecoldgica se obtuvo en la misma ciudad,
con clima templado seco y una temperatura media anual de 15 °C con vientos del noreste durante
todo el afio (INEGI, 2010). La produccioén se llevé a cabo de la siguiente manera: se generé composta
casera, la cual se dej6 madurar; el sustrato de siembra preparado con composta y tierra (50:50) se
coloc6 en contenedores de madera y se sembraron 6 plantas por contenedor; se realiz6 riego segin
las necesidades. EI manejo de plagas se hizo de forma cultural (ajo, chile y pimiento como
insecticidas naturales para pulgdén y mosca blanca). La cosecha se realiz6 de acuerdo a la madurez
de la hortaliza. Para el analisis se utilizaron verduras de 3 cosechas en diferentes jardines ecolégicos.
Las especies analizadas fueron acelga (Beta vulgaris var. cicla), betabel (Beta vulgaris), cilantro
(Coriandrum sativum), espinaca (Spinacia oleracea), lechuga (Lactuca sativa), rabano (Raphanus
sativus), zanahoria (Daucus carota sativus) y jitomate (Solanum). Estas hortalizas se analizaron entre
septiembre de 2021 y febrero de 2022, en funcién de su madurez natural, y se obtuvieron todos los
materiales vegetales segun sus caracteristicas sensoriales similares (aspecto, color y textura),
incluidas las muestras comerciales. Todas las muestras se llevaron al laboratorio en un recipiente
térmico. Los parametros de color, textura y humedad se midieron en el producto fresco sin pelar el
mismo dia de compra o cosecha. Por otro lado, las partes comestibles de las verduras (20-50 g) se
cortaron en trozos pequefios (<0.5 cm) y se liofilizaron (LABCONO WWR26671-581, Kansas City.
EE. UU.) a -52 °C durante 48 a 72 horas. Las muestras liofilizadas se molieron (molino analitico A11
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2.900.001, EE. UU.), se homogeneizaron y se tamizaron en particulas de menos de 500 um. El polvo
se almacend en bolsa de plastico resellable hasta su analisis.

1. Propiedades fisicas

1.1. Medicién de color

El color se registr6é con un colorimetro Chroma meter CR-300 series (CE Minolta, Osaka, Japén). En
las hojas se midi6 el color en tres puntos y en el dorso. En las hortalizas de remolacha, tomate,
rabano y zanahoria se tomaron dos puntos externos y uno interno. Los parametros CIE-Lab se
determinaron mediante las coordenadas de luminosidad (L*), a* y b*.

Los datos de L*, a* y b* se convirtieron a diferencia de color (AE) usando la siguiente ecuacion
(Johnson & Fairchild, 2003)

AE = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?

AL*2= (L*;-L*;)? donde L*; es el vegetal comercial y L*; es vegetal ecoldgico
Aa*?= (a*;-a*;)? donde a"; es el vegetal comercial y a*; es vegetal ecologico

Ab*?= (b*;-b*;)?2 donde b*; es el vegetal comercial y b*; es vegetal ecolégico

1.2. Textura, humedad y cenizas

Los parametros de textura para evaluar la turgencia en vegetales se determinaron utilizando un
analizador de textura (Texture Analyzer, TA Plus, Stable Microsystems Co., Surrey, Reino Unido).
Se utiliz6 una celda de corte Kramer con una sonda de cinco cuchillas para analizar vegetales de
hojas, realizado en 10 repeticiones por muestra (colocando 20 g de vegetales picados en una celda
de carga para una sonda Kramer con 5 cuchillas de corte). Para zanahoria, rdbano, remolacha y
tomate, se utilizé una sonda de punciéon P/2N para evaluar la resistencia a la rotura de la piel y la
firmeza de la pulpa. La prueba se realiz6 a una distancia de 10 mm usando una velocidad de prueba
de 2 mm/s de fuerza. La muestra fue analizada y reportada como fuerza maxima (N/g) (Medina et
al., 2012; Tudela et al., 2013)

La humedad se determind segin el procedimiento AOAC 945.15 por desecacion a 105 °C hasta
peso constante y las cenizas se obtuvieron segin el procedimiento AOAC 962.09.

2. Analisis de compuestos bioactivos
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Para llevar a cabo el proceso de extraccion se pesaron 250 mg de muestras liofilizadas y se
extrajeron por agitacion a temperatura ambiente con 50 mL de una mezcla de metanol-agua (50:50
v/v, 60 min, temperatura ambiente; agitacién constante) y 50 mL de mezcla de acetona-agua (70:30
vlv, 60 min, temperatura ambiente; agitacién constante) (Cacho et al., 2015; Vifias & Campillo, 2019).
Luego de la centrifugacion (15 min, 25 °C, 3000 rpm), los sobrenadantes se llevaron a un volumen
total de hasta 25 mL, con una mezcla (1:1) de la solucién de solventes y se utilizaron para determinar
compuestos fendlicos totales, &cido ascorbico, antocianinas, betalainas y actividad antioxidante
(ABTS-+, FRAP, DPPH y actividad quelante de iones ferrosos).

2.1. Compuestos fendlicos totales

El contenido fendlico total se estim6 con base en el procedimiento de Folin-Ciocalteau (Mufioz-Bernal
et al., 2017). Una alicuota de la solucion de extracto (100 uL) se mezclé con 0.5 mL de reactivo de
Folin-Ciocalteu (2.5 mL, previamente diluido con agua 1:10 v/v) y carbonato de sodio (75 g/L).
Después de agregar 400 uL de carbonato de sodio (7.5%), las muestras se dejaron reposar durante
30 min a temperatura ambiente y se ley6 la absorbancia a 765 nm con un lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EE. UU.). El &cido galico se utilizé6 como patron de
referencia y los resultados se expresaron en miligramos de equivalentes de &cido galico por 100 g
de peso seco (mg GAE/100 g bs).

2.2. Acido ascérbico

El contenido de acido ascorbico en el extracto vegetal se determind segun Durist et al., 1997. La
muestra se diluy6 1:10 en una solucién de acido oxalico al 0,4%. Brevemente, se mezclaron 100 L
del extracto con 100 pL de tampén de acetato y 800 yL de 2,6-diclorofenolindofenol (DCPI). La
absorbancia de la mezcla se midié a 520 nm en el lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, USA), y se utilizé acido ascérbico como patrén de referencia, y los resultados se
expresaron en mg de &cido ascérbico por 100 g de peso seco (mg AA/100 g bs).

2.3. Antocianinas

Se empled el método espectrofotométrico de pH diferencial mencionado en la literatura (Giustu &
Wrolstad, 2001), para medir el contenido total de antocianinas (CTA) en los extractos. Se realizaron
dos diluciones de la misma muestra en cloruro de potasio 0,025 M pH 1,0 y acetato de sodio 0,4 M
pH 4,5. El pH se ajustd mediante la adicion de HCI concentrado, respectivamente. La absorbancia
de cada diluciéon se midié a 520 y 700 nm utilizando un Power Wave XS UV-Biotek, software KC
Junior, EE. UU. El contenido total de antocianinas (TAC) se determiné de la siguiente manera:

Abs = (Abssyg — Abs;09)pH1 — (Abss1g — Abs;00)PH, s
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TAC (mg) __ Abs x Mw x DF + 1000
L/ £%0.52

Donde:

Abs: Absorbancia

Mw: Peso molecular del cianidin-3-O-glucoside (449.2 g/mol).

DF: Factor de dilucién de la muestra.

&: Coeficiente de extincién molar del cianidin-3-O-glucosido 26,900 L molt cm™1

0.52 cm: Fondo de placa

2.4, B-caroteno, clorofilas y licopeno

Para la determinacién de pigmentos, se homogenizaron 500 mg de la muestra liofilizada con 10 mL
de una mezcla de acetona-hexano (2:3) durante 2 minutos hasta. Posteriormente las muestras fueron
sonicadas (sonicador Bandelin HD3100 Sonopuls, Alemania) durante 3 minutos (5 ciclos: pulso 30
s, pausa 10 s). Los homogeneizados se centrifugaron (Eppendorf) a 5000 rpm durante 10 minutos a
20 °C. La muestra se congel6 hasta su uso y una vez que se inicio el experimento se mantuvo en un
bafio de agua con hielo para evitar el sobrecalentamiento.

Los pigmentos se determinaron segun el método de Nagata & Yamashita, 1992. Se midio el espectro
de absorbancia de cada sobrenadante y se leyeron los maximos de absorcién a 453, 505, 645y 663
nm (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EE. UU.). El B-caroteno y la clorofila (Chl a, Chl
b) se calcularon a partir de las siguientes ecuaciones:

p — caroteno (1:(;‘1an)

=(0.216 « A663) — (1.22 * A645) — (0.304 * A505) + (0.452 * A453)

. mg \
Clorofilaa (W) = (0.999 « 4 663) — (0.0989 * 4645)
m
Clorofilab (1oofnL) — (0.328+ 4663) + (1.77 « A645)
2.5. Licopeno

El licopeno se determind segun el método de Nagata & Yamashita (1992) La determinacion de
licopeno se realizé Gnicamente en muestras de jitomate Se midi6 el espectro de absorbancia del
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extracto de cada sobrenadante y se leyeron los maximos de absorcién a 453, 505, 645, y 663 nm
(Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EE. UU.) El contenido de licopeno se calculé a
partir de la siguiente ecuacion:

Licopeno ( ) = (0.0485 x4 663) — (0.204 = A645) + (0.372 * A505) — (0.0806 * A453)

100mL

3. Actividad antioxidante
3.1. ABTS ** (2,2'-azino-bis-3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio)

La capacidad antirradical se midié segin Kuskoski et al. (2005). Se produjo el, el catién radical (ABTS
**) se produjo haciendo reaccionar 7 mmol/L de solucion madre de ABTS ** con 2.45 mmol/L de
persulfato de potasio en condiciones de oscuridad ya temperatura ambiente durante 16 h antes de
su uso. La solucion ABTS ** se diluy6 con agua desionizada hasta una absorbancia de 0.70 £ 0.10 a
754 nm. Luego, se agregaron 20 pL del extracto de la muestra a 980 pL de solucion ABTS** diluida;
las lecturas de absorbancia (754 nm) se tomaron en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior) después de la incubacién durante 7 min a temperatura ambiente. La
capacidad antioxidante se expresé como micromol de equivalentes de Trolox por 100 g de base seca
(umol TE/100 g bs).

3.2. DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

La actividad eliminadora de radicales DPPH se midié usando una solucion etanélica del radical DPPH
estable. Una vez que se produjo la reaccién con la muestra en condiciones de oscuridad durante 1
h, se registré la absorbancia de la mezcla en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, EE. UU.) a 520 nm para determinar la concentracién del resto. DPPH (1992) Los
resultados se expresaron como micromoles de Trolox equivalente por 100 g bs (umol TE/100 g bs)
de cada verdura.

3.3. FRAP (Poder antioxidante reductor férrico)

El método FRAP se determiné segln Benzie y Strain (1999). Se utilizé solucion FRAP con TPTZ,
FeCl3 y tampén de acetato (acetato de sodio anhidro y &cido acético glacial) y se midi6 la
absorbancia a 593 nm utilizando un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC
Junior, EE. UU.). Los resultados se expresaron en micromoles de Fe (Il) por 100 g bs (umol Fe
(IN/100 g bs) de cada una de las hortalizas.

3.4. Actividad quelante
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La actividad quelante (CA) se determiné segun lo descrito por Gulcin et al.,(2004) Los extractos de
las muestra de vegetales se coloc6 en viales y se afiadieron 50 pL de solucion de cloruro férrico (11)
(2 mM) y 450 pL de metanol. La solucién se agitd y se dejo durante 5 minutos a temperatura ambiente
antes de agregar 400 pL de ferrozina (5 mM). La mezcla se agit6 y luego se dejé reposar durante 10
min a temperatura ambiente. La absorbancia se leyé a 562 nm en un lector de microplacas (Power
Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EE. UU.) usando EDTA (0,1 M) (Gulcin et al., 2004), y
agente quelante y agua desionizada como control. La actividad quelante se calculé utilizando la
siguiente ecuacion:

A0 — A1

AO: absorbancia de la muestra de control

Al = absorbancia de la muestra

4. Analisis estadistico

Todos los datos se presentaron como media + desviacion estandar para al menos tres repeticiones
en cada tratamiento. Para determinar diferencias entre muestras de hortalizas ecoldgicas y
comerciales a niveles de significacion estadistica se realizé una prueba t de Student. En ambas
pruebas estadisticas, el nivel de significacion se fijo en p=0.05. La correlacién entre los resultados
de actividad antioxidante y compuestos bioactivos, asi como entre los resultados de color y
concentracion de pigmentos, se realizé el andlisis mediante la prueba de Spearman.

RESULTADOS

1. Propiedades fisicas
1.1 Color

El color de los alimentos es un atributo importante y esta asociado con la aceptabilidad y preferencia
del consumidor (Benzie & Strain, 1999). Se realizaron mediciones de color en el anverso y reverso
de las hortalizas de hoja (acelga, cilantro, espinaca y lechuga), asi como en el pericarpio y pulpa de
hortalizas enteras (remolacha, tomate, rabano y zanahoria). En el parametro L*, las hortalizas
producidas ecolégicamente fueron significativamente mas brillantes que las hortalizas comerciales.
Este comportamiento se presento tanto en las hortalizas de hoja como en las evaluadas en pieza
entera, a excepcion de la muestra de tomate en la parte externa. En cuanto a las coordenadas a* y
b*, todos los vegetales verdes se ubicaron en el cuadrante verde-amarillo, mientras que los vegetales
rojos se ubicaron en el cuadrante rojo-verde, excepto el rabano en la parte interior.

Los vegetales verdes ecoldgicos mostraron una tonalidad mas verde parametro a* (verde-rojo) en
comparacion con las muestras comerciales, con excepcion de la lechuga, que tuvo valores similares
en ambas muestras estudiadas, mientras que la espinaca fue similar entre las muestras de vegetales
solo en la parte trasera. En cuanto a los vegetales rojos, las muestras ecolégicas presentaron
tendencia a ser rojas, ubicandose los valores en el cuadrante rojo-amarillo, estas muestras no
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presentaron diferencias significativas, solo la zanahoria comercial en el valor externo de a* fue
significativamente mayor con tendencia a ser de color naranja.

Sobre el parametro b* (amarillo-azul), las hortalizas ecolégicas como acelga, cilantro, espinaca y
rdbano presentaron mayor color amarillo que los productos comerciales (p< 0.05), con excepcién de
la lechuga en la hortaliza comercial.

El valor AE indica la percepcion de la diferencia de color por parte del ojo humano y segin Simunovic
(2016), los valores superiores a 3 indican que las diferencias de color son perceptibles a simple vista,
y el consumidor puede asociar esta diferencia de color con una mayor frescura. Los valores de AE
en todos los puntos de las hortalizas evaluadas en este estudio fueron superiores a 3, variando de
4.67 a 23.49, sin contar la parte exterior del tomate y la parte interna del rabano, que tienen valores
algo menos de 3 (2.79 y 2.8 respectivamente).

2.1 Textura, humedad y cenizas.

Los vegetales de produccién ecolégica mostraron valores menores indicando una mejor turgencia
en comparacion con los vegetales de produccidon comercial. Este es un indicador de frescura y
calidad en los vegetales porque se mantiene cuando el agua se encuentra en los tejidos vegetales,
en los compartimentos correctos como las vacuolas, el citosol y el espacio intermembrana (Kamga
et al., 2013; Medina et al., 2012).

La mayoria de las muestras no presentaron diferencias significativas en la humedad, excepto la
espinaca comercial y el rdbano que presentaron mayor humedad, y el tomate ecoldgico que los
comerciales y los valores fueron entre 87 y 97 %. Una practica comercial habitual de los comerciantes
es mantener los productos vegetales sumergidos en agua o con fumigaciones constantes para que
las verduras mantengan su aspecto fresco El agua en el vegetal es absorbida por las redes de
hemicelulosa de las plantas, sin embargo, este contenido de agua se coloca en la superficie y no en
los compartimentos celulares apropiados (Jayalath & Perera, 2021). Este tipo de manejo no se
realiz6 en vegetales ecol6gicos ya que estos fueron cosechados e inmediatamente trasladados para
su analisis fisico. Debido a que este procesamiento genera hidratacién de la red de hemicelulosa de
la pared celular, aumentando su elasticidad, lo cual se verifica con la evaluacién de la textura
(Masarirambi et al., 2010).

Los valores de ceniza mostraron diferencias estadisticas significativas en cilantro, tomate y lechuga
ecolégicos en comparacion con las hortalizas comerciales (0.02 a 0.22 mg/100 g). SegUn Butnariu
et. al., (2014), los vegetales comestibles contienen minerales, principalmente K, Ca, Mg, Py Fe, y
trazas de oligoelementos (Cr, Cu, I, F, Zn, Mg, Mo y Se). Se sabe que el contenido de minerales y
oligoelementos de las plantas se ve afectado por el cultivo de la planta, el suelo y las condiciones
climaticas, el uso de fertilizantes y el estado de madurez de la planta durante la temporada de
crecimiento y después de la cosecha (Kapusta-duch et al., 2011).

2. Compuestos bioactivos

En general, todas las hortalizas producidas ecoldégicamente mostraron una mayor concentracion de
compuestos antioxidantes que las muestras comerciales, como se presenta a continuacion.
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2.1. Compuestos fendlicos totales (CFT)

Las hortalizas de produccion ecoldgica presentaron una concentracion de TPC entre 553 a 1429 mg
EAG/100 g de base seca (bs), y las muestras con concentracion alta fueron cilantro (1429.35 mg
EAG/100 g bs) y rabano (1120.26 mg EAG/100 g bs), mientras que la zanahoria presenté la menor
concentracién (102.22 mg GAE/100 g bs). En concreto, la concentracion de TPC en los productos
vegetales ecolégicos fue significativamente mayor (p<0.05) que, en los productos comerciales,
excepto en los tomates (Tabla 1).

Table 1 Compuestos fendlicos totales, acido ascérbico, B-caroteno clorofila a y b del huerto ecolégico y comercial (mg/100 g bs)

. Acido  ascérbico . .

Vegetales Tipo TPC (GAE) (AAE) B-caroteno Clorofila a Clorofilal b

Com 426.76 £ 6.68 1219.37 £ 7.27 50.68 £0.27 509.24 +£8.21 1286.05 + 8.27
Acelga

Eco 485.25 +2.38* 1276.51+7.27% 50.34+0.13 525.10 + 3.06* 1302.07 £ 0.81%*

Com 1151.11+27.74 1035.24 £ 8.25 50.71+£0.08 524.33+2.39 1233.34+1.94
Cilantro

Eco 1429.35 +10.61* 1070.16 £ 7.21* 50.61+0.20 529.14 +0.83* 1306.03 +£1.31*

Com 443,73 + 14.82 1208.41 +40.50 49.21+0.29 508.18+3.03 1261.31+3.19
Espinaca

Eco 592.50 + 5.46* 1222.71+90.02 49.47+0.14 508.48 +6.92 1271.62 + 8.08

Com 205.93 £ 3.67 1262.38+17.17 11.61+0.29 79.57 £5.53 128.39+4.69
Lechuga 47.20 +

Eco 754.23 +44.41* 1310.00 + 12.60* 0 2.8* ~ 508.64 +3.29* 854.94 +12.76*

Com 277.99 £ 8.29 1284.44 +7.27* 1.44 +0.04 4.47 £0.36 11.08 £ 0.86
Betabel

Eco 553.15 £33.22%* 1043.17 +£11.68 2.55+0.16* 44.13+0.27* 68.44 + 1.65*

Com 88.18 £ 7.77 1278.25+13.75 52.05+0.09 12.71+2.40 34.7 £ 1.65
Zanahoria 5323 +

Eco 102.22 +3.96* 1310+ 26.51 0 0'4* ~  40.05+5.38* 140.16 £ 5.11*

Com 873.59 + 2.56* 940.16 £+ 11.98 18.04 £ 0.04 6.53+0.30 21.49+1.01
Jitomate 19.33 +

Eco 506.89 +1.31 1038.57 + 20.76* 0 1'6* ~  12.61+0.53* 13.39+2.71*

Com 596.64 +4.26 932.22+11.00 14.69+0.59 19.99+0.91 46.46 +0.45
Rabano 16.71 n

Eco 1120.26 £+ 7.57*  1105.24 + 19.05* 0 1'9* ~  21.45+0.16 45.74 £ 0.80

Com: comercial y Eco: ecoldgico. * significativamente diferente a p < 0.05. Las pruebas asumen varianzas iguales
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2.2. Acido ascérbico

Las hortalizas estudiadas tenian un contenido de acido ascérbico entre 932 a 1310 mg AAE/100 g
bs, sin embargo, las hortalizas ecolégicas con mayor concentracion fueron acelga, cilantro, tomate,
lechuga y rabano. La lechuga de produccion ecolégica fue la hortaliza con mayor concentracion de
acido ascorbico (1310 mg EAA/100 g bs), seguida de las acelgas con 1276.51 mg EAA/100 g bs
(Tabla 1). La hortaliza con menor concentraciéon de acido ascorbico fue el tomate comercial con
940.16 mg EAA/100 g bs.

2.3. B-caroteno y clorofila

La concentracién de B-caroteno en las muestras estudiadas estuvo entre 47 a 53 mg/100 g bs,
excepto en remolacha, rabano y lechuga comercial que presentaron valores mas bajos de este
parametro. Los resultados mostraron que la produccién ecolégica tuvo una mayor concentracion de
B-caroteno que las muestras comerciales, principalmente en zanahoria, rabano, lechuga, tomate y
remolacha (Tabla 4). Los valores mas bajos fueron en tomate, rdbano y lechuga comercial (entre
11,61 a 19.33 mg/100 g bs) y remolacha (1.44 a 2.55 mg/100 g bs). Esta diferencia en la
concentracion de B-caroteno puede explicarse por los métodos de produccién (ecolégicos y
comerciales) y la madurez de la planta al momento de la cosecha (Pintea et al., 2012), pero hay mas
evidencia cientifica de que el manejo y el almacenamiento postcosecha son factores determinantes
en la concentracion de estos compuestos (Barrett et al., 2010). Después de 3 o0 4 dias postcosecha,
la pérdida de compuestos bioactivos se vuelve mas rapida si las condiciones de humedad y
temperatura en el almacenamiento no son las adecuadas (Walsh et al., 2015). Este podria ser el
factor que esté influyendo decisivamente en los resultados del analisis realizado en este estudio.

La clorofila es un compuesto caracteristico de los vegetales verdes y se puede encontrar en
diferentes estructuras quimicas que contribuyen a varios tonos de verde (Delgado-Vargas et al.,
2000). El contenido de clorofilas en todas las muestras del tipo ecolégico fue mayor que en las
hortalizas comerciales. La mayor concentracion de clorofila b (estructura quimica conduce a los
colores amarillo verdoso) se observé en acelgas, cilantro, espinaca y lechuga (1306.03 a 1271.62
mg/100 g bs), por lo que la clorofila b (azul verdoso) fue menor en estos productos (508-524 mg/100
g bs) (Tabla 1).

2.4. Betalainas, licopeno y antocianinas

La presencia de antocianinas en rabanos, betalainas en remolacha y licopeno en tomates es
caracteristica y contribuye a los atributos de color de cada vegetal, y se asocia con su frescura
(Fariborz Habibi, Maria Emma Garcia-Pastor, Jenifer Puente-Moreno, Fernando Garrido-Aufién,
2022; Nemzer, n.d.). La concentracion de antocianinas en hortalizas ecolégicas fue de 604,39 mg
en rabano, de betacianinas de 5114 mg y de betaxantinas de 5567 mg en remolacha, y de licopeno
de 2927 mg en tomate considerando 100 g de masa seca mientras que las hortalizas comerciales
tuvieron de 25 a 48 % menor concentracion. En general, los productos comerciales pueden tener
mas manipulaciones durante el procesamiento, practicas como lavar y remojar (Benitez-Estrada et
al., 2020; Pintea et al., 2012). Por lo tanto, debido a la alta solubilidad de las antocianinas y las
betalainas en agua, las pérdidas de estos compuestos podrian aumentar significativamente en el
rabano y la remolacha durante el almacenamiento y la distribucion comercial (Delgado-Vargas et al.,
2000; Walsh et al., 2015). En particular, se ha observado que el licopeno es mas alto en los tomates
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que maduran en la planta en ambientes abiertos, mientras que, si se produce en un invernadero, la
sintesis de licopeno podria ser mayor durante la postcosecha (Pinheiro et al., 2013).

3. Actividad antioxidante

La presencia de estos compuestos esta relacionada con bioactividades antimicrobianas, anti
proliferativas, antiinflamatorias y antioxidantes (Gandia-herrero et al., 2014; Rodriguez-amaya,
2019). Muchas condiciones posteriores a la cosecha, como las técnicas de cosecha, las condiciones
de almacenamiento, la temperatura, la atmdsfera y el pH, podrian influir en el estrés oxidativo (Li et
al., 2012). Algunos sintomas del estrés oxidativo en los vegetales son la inhibicidn del desarrollo de
los cloroplastos, el oscurecimiento del nicleo, el escaldado superficial, la alteracion de la integridad
de lamembrana, la inactivacién de las proteinas debido a la accién de las proteasas y la decoloracion
de la pigmentacion (Solovchenko & Merzlyak, 2008). Por tanto, la presencia de compuestos
bioactivos contribuye a la reduccién del estado oxidativo y la calidad de los productos vegetales.

La tabla 2 muestra los resultados de actividad antioxidante y actividad quelante. Los valores de
actividad antioxidante medidos como ABTSe+ estuvieron entre 4137.38 a 6565.53 umol TE/100 g bs.
Las muestras de tomate y zanahoria presentaron los valores mas bajos (entre 23 a 120.12 pmol
TE/100 g ps) en ecoldgico y comercial. verduras. En este estudio, esta metodologia reporto altos
valores de actividad antioxidante en comparacién con DPPH, FRAP y actividad quelante en
vegetales y puede explicarse por la afinidad con hidrofilicos (polifenoles y acido ascoérbico) y
lipofilicos (B-caroteno, clorofila, y licopeno) compuestos. Se encontré6 una asociacidon moderada
(r2=0.567*) entre la concentraciéon de TPC y la actividad antioxidante medida por ABTS<+ en las
hortalizas de la huerta ecolédgica. Estas caracteristicas del método ABTS<+ permiten registrar la
actividad antioxidante de varios compuestos en las muestras (Miller et al., 1993).

Table 2. Actividad antioxidante, acido ascérbico y actividad quelante de vegetales de produccién ecoldgica
y comercial (100 g bs).

DPPH pumol

Vegetal  Tipo ABTS™ pmol TE TE

FRAP pmol Fe (Il) Actividad quelante %

Com  3961.95 + 342.37 55.44 +3.11 1056.35+1.24 85.57+ 1.87
Acelga

Eco 3737.05+159.54 108.52 + 2.00* 3446.17+ 207.77* 90.19 + 0.03*

Com  3596.63 + 235.40 27.54 +1.07 1063.44 +374.00 79.34+0.14

Cilantro
Eco 3560.29 + 226.21 73.00 £ 1.28* 1793.67 + 15.48* 89.73 £ 0.78*
Com  2465.32 +181.42 0.12 +0.00 124.03 + 3.23 81.50 +0.42
Espinaca
Eco 3395.38 + 52.81* 0.14 + 0.01* 176.94 + 3.15* 92.75 +0.13*
Com 4951 +194 6390.2 + 268.7 263.49 £ 1.22 21:01£0.74
Lechuga
Eco 6623 + 639* ;gozoéfz * 865.05 + 8.77* 49.56 + 0.13*
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Com 4362.63 + 382.41 30.03+£2.78 197.49 £ 3.73 44.45 + 1.00
Betabel

Eco 58.23 + 1.93* 259.38 + 6.12* 52.12 £ 0.09*

4231.84 + 132.64

Com 89 +6.01 62.28 + 4.61 23.86 £ 0.30
Zanahoria

Eco 120.12 + 8.88*  ---- 94.15 + 3.49* 53.01 + 4.50%

Com 41.28 +1.62* 0.04 £ 0.0 37.99 £ 0.92 83.98 £ 0.15
Jitomate

Eco 23.29+1.17 0.07 £ 0.0* 57.27 £ 1.15* 92.35 + 0.09*

Com 4137.38 + 302.41 275+ 14 135.79 £5.71 21.27 £ 0.85
Rabano

Eco 6565.53 + 56.29* 1857 + 101* 684.75 + 13.79* 32.14 + 2.56*

Com: comercial y Eco: ecoldgico. * significativamente diferente a p < 0.05. Las pruebas asumen varianzas
iguales

Se puede observar que las hortalizas producidas en la huerta ecoldégica mostraron mayor actividad
antioxidante que las muestras comerciales. La lechuga ecolégica con 7600.32 umol TE/100 g bs fue
la que mejor capturd los radicales libres (Tabla 2). En cambio, en espinaca y tomate los valores
fueron inferiores a 0.07 ymol TE/100 g bs, mientras que en zanahoria no se detecté este ensayo.
Esta actividad se correlacioné con las concentraciones de &acido ascorbico con significacion
estadistica (r2=0.714%).

Aligual que en DPPH, en el analisis FRAP la actividad antioxidante registrada por todas las muestras
de hortalizas ecoldgicas fue significativamente (p<0.05) mayor que las muestras producidas
comercialmente. Las muestras de acelga ecoldgica fueron las que reportaron mejor actividad
antioxidante (3446.17 pymol Fe (l1))100 g bs) y las muestras que registraron menor actividad
antioxidante fueron los tomates comerciales (37.99 umol Fe (11)/100 g bs) (Tabla 2).

Todas las muestras de las hortalizas producidas en la huerta ecoldgica tienen mayor actividad que
las muestras de produccion comercial. La muestra de espinaca ecoldgica reportd el mayor porcentaje
de quelacién (92.35%) mientras que la lechuga comercial present6 el valor mas bajo (21.01%). Este
resultado podria explicarse debido a las fuertes propiedades de unién al hierro de los polifenoles, ya
sea que la capacidad de quelacion del hierro del catecol o los polifenoles desempefie un papel clave
en su actividad antioxidante y anti peroxidacion lipidica al bloguear la reaccién de Fenton (Bouaziz
et al., 2015; Djenidi et al., 2020).
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CONCLUSIONES

Las hortalizas de produccién ecoldgica presentaron mejores caracteristicas fisicas en color
(luminosidad e intensidad), las cuales fueron perceptibles por el ojo humano (AE). Ademas,
resultaron mas turgentes en comparaciéon con las muestras comerciales. Ademas, los productos
ecolégicos tenian mayor cantidad de compuestos bioactivos (TPC, acido ascérbico, B-carotenos,
clorofilas, antocianinas, betalainas y licopeno) que los productos comerciales.

Sin embargo, es fundamental realizar més estudios para esclarecer si las diferencias encontradas a
favor de los productos ecologicos se reflejan en la salud de las personas que los consumen y asi
promover el establecimiento de huertas organicas urbanas y periurbanas como estrategia de
sustentabilidad. Para una alimentacion saludable.

BIBLIOGRAFIA

Amaya-Castellanos, C., Shamah-Levy, T., Escalante-lzeta, E., Morales-Ruan, M. del C.,
Jiménez-Aguilar, A., Salazar-Coronel, A., Uribe-Carvajal, R., & Amaya-Castellanos, A.
(2015). Development of an educational intervention to promote healthy eating and physical
activity in Mexican school-age children. Evaluation and Program Planning, 52, 159-168.
https://doi.org/10.1016/j.evalprogplan.2015.05.002

Barrett, D. M., Beaulieu, J. C., & Shewfelt, R. (2010). Color, flavor, texture, and nutritional quality
of fresh-cut fruits and vegetables: Desirable levels, instrumental and sensory
measurement, and the effects of processing. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 50(5), 369-389. https://doi.org/10.1080/10408391003626322

Benitez-Estrada, A., Villanueva-Sanchez, J., Gonzalez-Rosendo, G., Alcantar-Rodriguez, V. E.,
Puga-Diaz, R., & Quintero-Gutiérrez, A. G. (2020). Determinacién de la capacidad
antioxidante total de alimentos y plasma humano por fotoquimioluminiscencia: Correlacion
con ensayos fluorométricos (ORAC) y espectrofotométricos (FRAP). TIP Revista
Especializada En Ciencias Quimico-Biol6gicas, 23, 1-9.
https://doi.org/10.22201/fesz.23958723e.2020.0.244

Benzie, I. F. F., & Strain, J. J. (1999). Ferric reducing/antioxidant power assay: Direct measure
of total antioxidant activity of biological fluids and modified version for simultaneous
measurement of total antioxidant power and ascorbic acid concentration. Methods in
Enzymology, 299(1995), 15-27. https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99005-5

Bouaziz, A., Abu, M., Abdalla, S., Baghiani, A., & Charef, N. (2015). Phytochemical analysis,
hypotensive effect and antioxidant properties of Myrtus communis L. growing in Algeria.
Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 5(1), 19-28. https://doi.org/10.1016/S2221-
1691(15)30165-9

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C. (1995). Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, 28(1), 25-30.
https://doi.org/10.1016/S0023-6438(95)80008-5

Browne, H. R. B. A. W., Harris, P. J. C., & Cadoret, K. (2001). Smallholder Farmers and Organic
Certification : Accessing the EU Market from the Developing World. Biological Agriculture

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 113



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

and Horticulture, 19, 183-199. https://doi.org/https://doi.
0rg/10.1080/01448765.2001.9754920

Butnariu, M., & Butu, A. (2014). Chemical Composition of Vegetables and their Products
(Handbook o). Line. https://doi.org/10.1007/978-3-642-41609-5

Cacho, J. 1., Campillo, N., Vifias, P., & Hernandez-Cérdoba, M. (2015). Determination of
synthetic phenolic antioxidants in soft drinks by stir-bar sorptive extraction coupled to gas
chromatography-mass spectrometry. Food Additives and Contaminants - Part A
Chemistry, Analysis, Control, Exposure and Risk Assessment, 32(5), 665-673.
https://doi.org/10.1080/19440049.2015.1011715

Delgado-Vargas, F., Jiménez, A. R., & Paredes-Lopez, O. (2000). Natural Pigments:
Carotenoids , Anthocyanins , and Betalains — Characteristics , Biosynthesis , Processing
, and Stability. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 40(3), 173—289.

Divya, P., Puthusseri, B., & Neelwarne, B. (2014). The effect of plant regulators on the
concentration of carotenoids and phenolic compounds in foliage of coriander. LWT - Food
Science and Technology, 56(1), 101-110. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2013.11.012

Djenidi, H., Khennouf, S., & Bouaziz, A. (2020). Antioxidant activity and phenolic content of
commonly consumed fruits and vegetables in Algeria. Progress in Nutrition, 22(March),
224-235. https://doi.org/10.23751/pn.v22i1.7701

Ddarust, N., Simengen, D., & Durist, Y. (1997). Ascorbic Acid and Element Contents of Foods
of Trabzon (Turkey). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45(6), 2085-2087.
https://doi.org/10.1021/jf9606159

Gandia-herrero, F., Escribano, J., & Garcia-carmona, F. (2014). Biological Activities of Plant
Pigments Betalains. August, 37—41. https://doi.org/10.1080/10408398.2012.740103

Giustu, M., & Wrolstad, R. E. (2001). Characterization and Measurement of Anthocyanins by
UV-Visible Spectroscopy. Current Protocols in Food Analytical Chemistry, 1-13.

Habibi;, F., Garcia-Pastor, M. E., Puente-Moreno, J., Fernando Garrido-Aufién, M., & aria
Serrano & Daniel Valero. (2022). Anthocyanin in blood oranges: a review on postharvest
approaches for its enhancement and preservation. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition. https://doi.org/https://doi.org/10.1080/10408398.2022.2098250

Huyskens-Keil, S., & Schreiner, M. (2006). Quality Dynamics and Quality Assurance of Fresh
Fruits and Vegetables in Pre- and Postharvest. Production Practices and Quality
Assessment of Food Crops, 3, 401—-449. https://doi.org/10.1007/1-4020-2534-3 15

INEGI. (2010). Compendio de informacion geografica municipal 2010 Pachuca de Soto Hidalgo.
In INSTITUTO NACIONAL DE ESTADISTICA Y GEOGRAFIA.

Jayalath, M. M., & Perera, H. N. (2021). Mapping Post-Harvest Waste in Perishable Supply
Chains through System Dynamics : A Sri Lankan Case Study. 16(3), 526-543.

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 114



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

Johnson, G. M., & Fairchild, M. D. (2003). A Top Down Description of S-CIELAB and
CIEDE2000. Color Research and Application, 28(6), 425-435.
https://doi.org/10.1002/col.10195

Kamga, R. T., Kouamé, C., Atangana, A. R., Chagomoka, T., & Ndango, R. (2013). Nutritional
Evaluation of Five African Indigenous Vegetables. Journal of Horticultural Research, 21(1),
99-106. https://doi.org/10.2478/johr-2013-0014

Kapusta-duch, J., Leszczy, T., Florkiewicz, A., & Filipiak-florkiewicz, A. (2011). Ecology of Food
and Nutrition Comparison of Calcium and Magnesium Contents in Cruciferous Vegetables
Grown in Areas around Steelworks , on Organic Farms , and Those Available in Retail.
October 2014, 37-41. https://doi.org/10.1080/03670244.2011.552373

Kuskoski, A. G., Asuero, A. M., Troncoso, J., Mancini-Filho, & Fett, R. (2005). Aplicacion de
diversos métodos quimicos para determinar actividad antioxidante en pulpa de frutos.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 25, 726—732.

Li, H., Tsao, R., & Deng, Z. (2012). Factors affecting the antioxidant potential and health benefits
of plant foods. https://doi.org/10.4141/CJPS2011-239

Luciana, N. G., Cassiano, O. da S., Lorena, G. S., Renata, M. T. D., Cristiane, B., & Erika, M.
M. T. (2017). Nutritional composition of vegetables grown in organic and conventional
cultivation systems in Uberindia, MG. African Journal of Agricultural Research, 12(21),
1848-1851. https://doi.org/10.5897/ajar2016.11886

Masarirambi, M. T., Mavuso, V., Songwe, V. D., & Nkambule, T. P. (2010). Indigenous post-
harvest handling and processing of traditional vegetables in Swaziland : A review. 5(24),
3333-3341. https://doi.org/10.5897/AJAR10.685

Medina, M. S., Tudela, J. A., Marin, A., Allende, A., & Gil, M. I. (2012). Short postharvest storage
under low relative humidity improves quality and shelf life of minimally processed baby
spinach (Spinacia oleracea L.). Postharvest Biology and Technology, 67, 1-9.
https://doi.org/doi:10.1016/j.postharvbio.2011.12.002

Miller, N. J., Rice-Evans, C., Davies, M. J., Gopinathan, V., & Milner, A. (1993). A novel method
for measuring antioxidant capacity and its application to monitoring the antioxidant status
in premature neonates. Clinical Science, 84(4), 407-412.
https://doi.org/10.1042/cs0840407

Mufioz-Bernal, O. A., Torres-Aguirre, G. A., NGfiez-Gastélum, J. A., de la Rosa, L. A., Rodrigo-
Garcia, J., Ayala-Zavala, J. F., & Alvarez-Parrilla, E. (2017). Nuevo Acercamiento a La
Interaccion Del Reactivo De Folin-Ciocalteu Con Azlcares Durante La Cuantificacion De
Polifenoles Totales. Tip, 20(2), 23-28. https://doi.org/10.1016/j.recqb.2017.04.003

Nagata, M., & Yamashita, I. (1992). Simple method simultaneous determination of Chrorophyll
and carotenoids in tomato fruit. Nippon Shokuhin Kogyo Gakkaishi, 39(10), 925-928.

Olesen, J. E., & Bindi, M. (2002). Consequences of climate change for European agricultural
productivity, land use and policy. European Journal of Agronomy, 16(4), 239-262.
https://doi.org/10.1016/S1161-0301(02)00004-7

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 115



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

Pintea, A., Andrei, S., Bunea, C., Pop, R., & Bele, C. (2012). Carotenoid and fatty acid profiles
of bilberries and cultivated blueberries from Romania 1. 66(September 2011), 935-939.
https://doi.org/10.2478/s11696-012-0162-2

Righetti, T., Cavalheiro, T., Alcoforado, R. D. O., Soares, V., Silva, D. A., Paulo, P., Coimbra,
S., De, S., Elisa, D., Cavalcanti, C., Jurelevicius, D. D. A., Castello, E., & Andrade, B. De.
(2021). The Impact of Organic Fertilizer Produced with Vegetable Residues in Lettuce (
Lactuca sativa L .) Cultivation and Antioxidant Activity.

Rodriguez-amaya, D. B. (2019). Natural Food Pigments and Colorants.
https://doi.org/https://doi.org/10.1007/978-3-319-78030-6_12

Sant’Anna, V., Gurak, P. D., Ferreira Marczak, L. D., & Tessaro, I. C. (2013). Tracking bioactive
compounds with colour changes in foods - A review. Dyes and Pigments, 98(3), 601-608.
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2013.04.011

Schifferstein, H. N. J., Wehrle, T., & Carbon, C. (2018). Consumer expectations for vegetables
with typical and atypical colors: The case of carrots. Food Quality and Preference.
https://doi.org/10.1016/j.foodqual.2018.10.002

Simunovic, M. P. (2016). Acquired color vision deficiency. Survey of Ophthalmology, 61(2),
132-155. https://doi.org/10.1016/j.survophthal.2015.11.004

Solovchenko, A. E., & Merzlyak, M. N. (2008). Screening of Visible and UV Radiation as a
Photoprotective Mechanism in Plants. 55(6), 719-737.
https://doi.org/10.1134/S1021443708060010

Tena, N., & Mart, J. (2020). State of the Art of Anthocyanins : Antioxidant Activity , Sources ,
Bioavailability , and Therapeutic E ff ect in Human Health. Antopxidants, 9, 2-28.
https://doi.org/10.3390/antiox9050451

Thomsen, M. G., Riley, H., Borge, G. I. A., Lea, P., Gunnar, B., & Division, A. C. (2018). Effects
of soil type and fertilization on yield , chemical parameters , sensory quality and consumer
preference of swede ( Brassica napus L . ssp . rapifera ). European Journal of Horticultural
Science, https://do, 1611-4434. https://doi.org/https://doi.org/10.17660/eJHS.2017/82.6.4

Tudela, J. A., Marin, A., Garrido, Y., Cantwell, M., Medina-Martinez, M. S., & Gil, M. |. (2013).
Off-odour development in modified atmosphere packaged baby spinach is an unresolved
problem. Postharvest Biology and Technology, 75, 75-85.
https://doi.org/10.1016/j.postharvhio.2012.08.006

Viflas, P., & Campillo, N. (2019). Gas Chromatography: Mass Spectrometry Analysis of
Polyphenols in Foods. In Polyphenols in Plants. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-
813768-0.00016-5

Walsh, R., Bartlett, H., & Eperjesi, F. (2015). Variation in carotenoid content of kale and other
vegetables : a review of pre and post-harvest effects. Journal of Agricultural and Food
Chemestry. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.5b03691

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 116



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

Willer, H., Yussefi-Menzler, M., & Sorensen, N. (2008). The world of organic agriculture:
Statistics and emerging trends 2008. In The World of Organic Agriculture: Statistics and
Emerging Trends 2008. https://doi.org/10.4324/9781849775991

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 117



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

INTRODUCCION DE LA PRODUCCION DE LIiPIDOS EN LA MICROALGA Neochloris
Oleoabundans MEDIANTE LA APLICACION DE EXTRACTOS CELULARES

Daniela Cornejo-Corona?, Nancy Edith Lozoya-Pérez2, Domancar Orona-Tamayo?, Elizabeth
Quintana-Rodriguez?

lUniversidad Nacional Auténoma de México, Escuela Nacional de Estudios Superiores Unidad
Ledn, 2Biotecnologia Ambiental- CIATEC, A.C., Lebn, Guanajuato, México.

cor.co.dany@comunidad.unam.mx *equintana@ciatec.mx

RESUMEN

Neochloris oleoabundans es una microalga verde perteneciente al filo Chlorophyta. N. oleoabundans
tiene una alta tolerancia a condiciones de estrés de disto tipo, siendo sequia y salinidad las mas
notorias. Se conoce poco acerca del metabolismo de la microalga Neochloris oleocabundans, sin
embargo, recientemente se ha estudiado su tasa de crecimiento y las condiciones por las cuales
esta microalga acumula lipidos intercelulares, particularmente triacilgliceroles. N. oleoabundans es
una de las microalgas con mayor relevancia en la industria debido a su alta produccion de lipidos
intercelulares, siendo un area de oportunidad en el area de biocombustibles. El entendimiento de la
biosintesis de lipidos en la microalga Neochloris oleoabundans es importante para que pueda
establecerse la relacion entre los factores de estrés y la acumulacién de lipidos, este proceso es bien
conocido tratandose de variaciones en los nutrientes o en la cantidad de luz, sin embargo, las
respuestas a factores de dafio como DAMPs son desconocidos. Los DAMPs son moléculas de
sefializacion al dafio, las cuales son liberadas de células cercanas que sufrieron algin dafio. Algunos
ejemplos de estas moléculas son ADN, ARN, ATP, proteinas y carbohidratos. Al agregar extracto
celular a cultivos de N. oleoabundans se exponen las células a DAMPs intercelulares. Se ha
estudiado la respuesta a extractos celulares en plantas, sin embargo, las respuestas a DAMPs son
desconocidos en microalgas. En este trabajo, se agregaron extractos celulares en cultivos de N.
oleoabundans y se analizar su efecto en la produccién de lipidos y polifenoles. Al agregar extractos
celulares, observamos un incremento en la produccién de lipidos y polifenoles el cual estuvo
relacionado con la cantidad del extracto celular adicionado al cultivo. Estos resultados muestran; tal
como se ha observado en plantas, que los extractos celulares inducen la acumulaciéon de metabolitos
de interés. La aplicacién de extractos celulares presenta un enorme potencial para su uso en cultivos
de microalgas, particularmente en N. oleoabundans, la cual ya destaca como microalga de interés
biotecnolégico en la produccién de biodiésel.

INTRODUCCION

Neochloris oleoabundans, es una microalga verde unicelular oleaginosa perteneciente al filo
Chlorophyta. A lo largo de los afios, esta microalga ha sido considerada una de las microalgas
industriales candidatas mas prometedoras, debido a su alta tasa de crecimiento y composicion de
biomasa (Safi et al., 2021). Las microalgas verdes, como N. oleoabundans, se reconocen por su
pared celular; una estructura dinamica y rigida, que determina la viabilidad celular en una amplia
gama de entornos, protege a la célula del estrés bidtico y abiético y proporciona plasticidad, lo que
permite que las células se expandan y adopten diferentes formas (Rashidi et al., 2019). La rigidez
en la membrana celular le confiere beneficios a la célula, entre ellas resistir los movimientos bruscos,
evitando el deterioro de esta. Al dafiarse las células, se liberan distintos componentes dentro de la
membrana, citosol, organelos, ADN y RNA. Todas estas moléculas liberadas de una célula dafiada
son conocidos como “Patrones Moleculares Asociados a Dafio” (DAMPs) (Choi and Klessig, 2016).
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Los DAMPs se liberan de las células dafiadas o moribundas debido a heridas, isquemia, apoptosis
0 necrosis inducida por infecciones. Se ha probado la aplicacién de extractos celulares en plantas, y
se ha demostrado que la aplicacion de estos provocé un aumento a la resistencia contra plagas y
enfermedades (Quintana-Rodriguez et al., 2018). En microalgas no se ha probado el efecto de
extractos celulares sobre la produccién de metabolitos de interés. Por lo que en este proyecto se
probaron extractos celulares para evaluar la acumulacién de lipidos y polifenoles en la microalga N.
oleoabundans.

TEORIA

N. oleoabundans responde a extractos celulares debido a los DAMPs contenidos en este con el
aumento en la produccién de lipidos y polifenoles. Ademas, la respuesta es proporcional a la cantidad
de extracto utilizada.

PARTE EXPERIMENTAL

Crecimiento de cultivo de Neochloris Oleoabundans

Se crecieron las microalgas en fotobiorreactor con periodo de luz de 12 h, temperatura ambiente
entre 25°C y 27°C, usando como medio de crecimiento Medio Basal Bold (M.M.B) 1x. Se monitoreo
el crecimiento usando espectrofotometria a una densidad de onda a 540nm.

Obtencién de extracto celular

A partir de un cultivo en fase exponencial se centrifugo a 5500rpm hasta obtener la biomasa en forma
de pastilla. Y se afiadieron 5ml de P.B.S 1x para posteriormente realizar conteo celular, obteniendo
el numero de células por mililitro. Una vez obtenida el nimero de células por mililitro, se aplicé
sonicacion en amplitud 20% y pulso 10% durante 8 minutos sobre una base de hielo con la finalidad
de dafar las células y liberar su contenido (mezcla de DAMPS).

Interaccion a extracto celular

Se utilizaron cultivos de N. oleoabundans en inicio de fase exponencial. Se realizé un conteo celular
para determinar la cantidad de células por mililitro, para hacer la relacién de la cantidad de extracto
celular con la cantidad de células por mililitro en el cultivo y determinar la cantidad de extracto celular
a inocular. Siendo los tratamientos: control, 0.25x y 0.50x del total células en el cultivo en forma de
extracto celular.

Extraccién y cuantificacion de polifenoles por el método Folin Ciocalteu

Se tomaron 25ml de cultivo post tratamiento, se centrifugan y se lavo la pastilla celular con P.B.S 1x,
posteriormente se decant6 el liquido y se liofilizaron las pastillas de biomasa. Se adicionaron 50uL
de metanol al 70% a las pastillas liofilizadas y se dejo en agitacion protegidas de la luz por lo menos
12 horas. Posterior a esto se centrifugo a 12000rpm y 4°C, y se paso el sobrenadante a otro tubo.
Se colocaron en la microplaca las muestras por triplicado con los siguientes reactivos y el orden: 237
pL de agua desionizada, 45 pL de Na2CO3 al 15%, 3 pL de muestra y 15 uL de Folin al 10%. Se
dejo incubar por 5 minutos en obscuridad, se colocé metanol al 70% como blanco (por triplicado), se
colocé en espectrofotometro y se midié a 760nm.
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Extraccién y cuantificacion de lipidos por gravimetria

Para la extraccion de lipidos totales se utilizé el método de (Bligh and Dyer, 1959) adaptado a
microalgas propuesto por (Vega and Lobina, 2007). Primero se agreg6 1ml de cloroformo:metanol
(1:2).Se sonico por 15 minutos en intervalos de 5 minutos sobre una base de hielo. Posterior a esto
se dej6é incubando, protegiendo los tubos de la luz al menos 24 horas. Pasado el tiempo de
incubacion se centrifugé a 5000rpm por 20min a 5°C, se recuperd el extracto con una pipeta y se
paso a un tubo nuevo. Se agregaron 500ul de agua desionizada y se agit6é con vortex. Se centrifugo
a 5000rpm a 5°C por 10min y se separ6 la fase inferior introduciendo la pipeta hasta el fondo,
colocandola en un tuvo nuevo, una vez separada se agregd 1ml de cloroformo. En campana de
extraccion se dejo secar la fase cloroformo-lipido. Una vez secos los lipidos, se pesaron y se siguio
el método gravimétrico en el cual se pesa €l tuvo vacio, la muestra liofilizada y el tubo con los lipidos
ya secos. Para obtener la cantidad de lipidos con respecto al peso seco, se multiplicé la cantidad de
lipidos totales y se dividié entre el peso seco de la respectiva muestra.

RESULTADOS

Se realizaron nueve réplicas del protocolo de extraccion de compuestos fendlicos, a partir de las
interacciones con extracto celular. Recolectando la biomasa celular de cultivos inoculados con
extractos celulares. Y a partir de las mediciones con las distintas replicas se graficaron y se llevé a
cabo un andlisis estadistico TWO-WAY-ANOVA en GRAPHPAD PRISM 7 con las variables tiempo
y concentracion de extracto celular para examinar el efecto en el contenido de polifenoles de los
distintos tratamientos con extractos celulares: control, 0.25x y 0.50%, en los distintos tiempos de
muestreo: a las 0, 24 y 48 horas posteriores al aplicar el tratamiento. Mostrando una diferencia
significativa en la cantidad de fenoles con 0.50x de extracto celular entre las 0 y 48 horas (p < 0.05),
mientras que no se muestra efecto significativo entre los tratamientos control y 0.25x con respecto
al tiempo (p > 0.05). Graficando el promedio de las muestras, ademas, se muestra la desviacion
estandar entre las réplicas n = 9.
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Fig 1 Produccién de polifenoles de N. oleoabundans posteriores a los tratamientos con extracto
celular (Control, 0.25x y 0.50x) a las 0, 24 y 48 horas post tratamiento. (n = 9, media £SD, Two-way
ANOVA, Tukey P < 0.05)

Se realizaron nueve réplicas del protocolo de extraccién de lipidos, a partir de las interacciones con
extracto celular. Una vez obtenido los lipidos totales en mg/g, con respecto al peso seco. Se
graficaron las réplicas y se llevé a cabo un andlisis estadistico TWO-WAY-ANOVA en GRAPHPAD
PRISM 7 con las variables tiempo y concentracion de extracto celular para examinar el efecto en el
contenido de lipidos de los distintos tratamientos con extractos celulares: control, 0.25x y 0.50x, en
los distintos tiempos de muestreo: a las 0, 24 y 48 horas posteriores al aplicar el tratamiento.
Mostrando una diferencia significativa en la cantidad de lipidos totales con 0.50x de extracto celular
entre las 0 y 48 horas (p < 0.05), mientras que no se muestra efecto significativo entre los
tratamientos control y 0.25x con respecto al tiempo (p > 0.05). Graficando el promedio de las
muestras, ademads, se muestra la desviacion estandar entre las réplicas n = 9.
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Fig. 2 Produccion de lipidos en N. oleoabundans posterior a los tratamientos con extracto celular
(Control, 0.25x y 0.50x) a las 0, 24 y 48 horas post tratamiento. (n = 10, media +SD, Two-way ANOVA,
Tukey P < 0.05)

CONCLUSIONES

En microalgas hay muy poca informacion con respecto al uso de DAMPs especificos y de extractos
celulares; por lo que los resultados de este estudio presentan un potencial para su uso como
inductores de biomoléculas en las microalgas. Los compuestos polifenoles son antioxidantes, los
cuales la célula secreta al estar en estrés, contrarrestando la oxidacion celular a partir de especies
reactivas de oxigeno. El aumento en la concentracién de polifenoles a medida que la concentracion
de extracto celular aumenta indica una respuesta de la célula al estrés oxidativo. En el caso de los
lipidos, también se ve un incremento en la produccién, a mayor concentracion de extracto celular
inoculado. Siendo estadisticamente significativa (p < 0.05) la diferencia en la cantidad de lipidos
producidos en el tratamiento 0.50x a las 48 horas de la inoculacion. Queda demostrado que la
microalga responde a los extractos celulares aumentando su produccién de lipidos y polifenoles. La
aplicaciéon de extractos celulares presenta un enorme potencial para su uso en cultivos de
microalgas, particularmente en N. oleoabundans, la cual destaca como microalga de interés
biotecnolégico por su alta produccién de lipidos con potencial uso para la produccion de biodiesel.
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RESUMEN

Diferentes fluidos corporales han sido utilizados para eficientizar algunos procesos fisiolégicos y
reproductivos tanto in vivo como in vitro. El plasma rico en plaquetas (PRP) ha servido para mejorar
procesos de regeneracion de tejidos periodontales en procedimientos quirdrgicos, pero también en
estimular la ovulacién en varias especies de mamiferos, en su aplicacién directa al ovario,
desconociéndose su efecto por aplicacidn préxima a dicha génada. El PRP se obtiene a partir de un
centrifugado inicial, para separar células sanguineas y grandes proteinas, y otro centrifugado
posterior, para concentrar las plaquetas y factores de interés. Con la finalidad de conocer el efecto
del PRP aplicado en la bursa ovarica del hamster sobre la tasa de ovulacion, es que se realizé el
presente trabajo. Se utilizaron 7 hembras hamster Sirio dorado (Mesocricetus auratus) de 3 meses
de edad y peso promedio de 147.5gr con ciclos estrales regulares (cada 4 dias). Fueron sedadas
(Ketamina-Xilacina) y por el flanco exteriorizado ovario y oviducto. En la bursa ovarica se inyect6 2L
de PRP (obtenido por 2 centrifugaciones de 10,000rpm/10 minutos, cada una) o 2uL de agua a la
bursa contralateral de manera aleatoria. El dia del estro, se contaron los ovocitos y cuerpo luteos,
encontrando que con el PRP se obtuvieron mas ovulaciones que con el agua (8 vs 4.1, p<0.003). A
pesar de que estos datos revelan que con el PRP se obtuvieron mas ovocitos, éstos, junto con los
contralaterales, no superaron la tasa ovulatoria normal esperada de la especie (10-12 ovocitos), por
lo que se sugiere aumentar el volumen de PRP inyectado.

INTRODUCCION

El cuerpo de los mamiferos, tiene mecanismos propios de defensa ubicados en distintos niveles y
compartimentos corporales. Algunos de ellos actian como barrera, otros a través de substancias
enziméticas o adherentes, para inactivacién de patégenos, lo que resulta muy importante para la
sobrevida. En el interior del organismo hay un complejo mecanismo de defensa denominado el
sistema inmune, el cual tiene acciones de defensa celular y no celular. Ademas de estos elementos
existen otros comunmente denominados “factores” de compleja composicién quimica pero con
acciones muy dirigidas hacia la proteccién, por ejemplo factores angiogénicos y de crecimiento
epidermal, relacionados con actividades naturales de conservacion de la Salud, a través de la
regeneracion de diferentes tejidos.

Por otro lado, luego del ovocito, la célula plasmatica o0 megacariocito, es la mas grande del cuerpo,
y a diferencia del anterior que circula por conductos de lumen considerable (oviducto y Gtero), la
plasmatica se enfrenta a un intrincado y conflictivo paso por el lumen de vasos sanguineos, que, en
momentos, por su diminuto tamafio, pronto ocasionan que ésta se rompa dando lugar a miles de
pequefios fragmentos (alrededor de 30,000 por célula) denominadas plaquetas. Al concentrar en
una fraccién del plasma, dichas plaquetas, obtenemos el denominado: Plasma Rico en Plaquetas
(PRP), el cual ha sido utilizado en diferentes areas de la Salud humana y Animal, pero también en
la asistencia al aumento de la eficiencia de procesos reproductivos. Su obtencién (autélogo o
heterélogo, dependiendo de su origen) y procesamiento (por centrifugacion), permite en muy poco
tiempo, tener un recurso importante enriquecido de plaquetas, pero ademas de factores tales como
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PDGFaa, PDGFabb, PDGFab, TGF-B1, TGF-B2, VEGF y EGF, asi como citocinas, que han sido
utilizadas ampliamente, con éxito, en la pronta reparacion de diferentes tejidos, como musculos y
ligamentos. Se ha explorado también su uso en la actividad ovarica a través de su aplicacion directa
a la goénada en mujeres, vacas, y recientemente en borregas, con buenos resultados para la
estimulacién de la ovulacién, sin embargo adn falta por definir varios pormenores en su obtencion,
procesamiento y aplicacion proximal no invasiva, de ahi la necesidad de estandarizarlo con la
utilizacion de modelos animales de laboratorio

TEORIA

La utilizacién del PRP se sefiala que data desde 1970, en areas médicas tales como la dermatologia,
odontologia, cirugia plasticas, y otras. Principalmente el que se recomienda es de origen autélogo,
es decir, de cada paciente que lo va a recibir, se obtiene de él mismo, esta substancia que es rica
en factores de crecimiento. Entre los mas destacados figuran el Factor de Crecimiento Endotelial
(VEGF), Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento
Transformador Beta (TGF-B) y Factor de Crecimiento Insulinico tipo 1y Tipo 2 (IGF-1y IGF-2). Estos
factores en su conjunto son importantes en procesos de diferenciacién celular, migracion,
angiogénesis, procesos regenerativos e inflamatorios (Nicolau, 2021). Las plaquetas durante un
dafo al cuerpo, se estimulan a agregarse y a degranular, liberando factores de crecimiento,
citoquinas y factores hemostaticos, en el espacio o intersticio donde se encuentren. Esta
degranulacion permite la liberacién de serotonina y de histamina con la consecuente aumento de la
permeabilidad capilar para facilitar la llega de células inflamatorias tales como leucocitos,
macréfagos y neutrofilos, los que en conjunto fagocitaran algin material derivado de la lisis
presentada (Marques et al., 2014), ademéas permite el establecimiento de los fibroblastos y la
produccion de colageno, elastina y otros elementos de la matriz extracelular para complementar el
proceso regenerativo.

La centrifugacion de la sangre extravasada o extraida, permite a través de un proceso sencillo de
centrifugaciéon, aumentar la concentracion de tres a cinco veces del nivel basal de plaquetas (Nicolau,
2021). Por otro lado, dado que el PRP es preferentemente, una contribucién autéloga, los riesgos
de salud son reducidos (Marques et al., 2015) y sus beneficios multiples. Los efectos en reparacion
de hueso, musculo, tendones y ligamentos en diferentes especies son evidentes (Marques et al.,
2015) y por tener altas concentraciones de factores antiinflamatorios son utilizados exitosamente
para la endometritis en yeguas (Verdugo y Melo, 2022), donde ademas se ha estudiado que durante
la inseminacién natural, se ejerce un importante efecto inflamatorio del tracto genital de la yegua,
con lo que es frecuente la inhabilitacién reproductiva por esta causa. Por otro lado, se ha utilizado
el PRP aplicado directamente en ovarios de diferentes mamiferos domésticos y de investigacion,
pero en especial en humanos, con la finalidad de inducir la reactivacion funcional y se han logrado
gestaciones incluso en mujeres de edad avanzada (Nicolau, 2021) o con problemas clinicos severos
de infertilidad. Al parecer esto obedece al potencial angiogénico (VEGF), a la activacion celular y al
posible rescate de ovogonias (Lloyd et al., 2021) por lo que se ha considerado importante dentro de
la medicina reproductiva actual. También es relevante mencionar que hoy dia son mas frecuentes
los casos de cancer en mujeres de edad juvenil, donde hay necesidad de aplicar distintos
tratamientos antineoplasicos que pueden afectar de manera colateral a érganos de actividad de
diferenciacion constante como es el caso de los ovarios y que a través de la posterior aplicacion del
PRP ha sido posible recuperar la funciéon reproductiva, toda vez que la paciente haya vencido su
cancer. Al respecto, existen estudios de laboratorio en ratas, donde se les ha administrado
tratamientos anti cancer, con la finalidad de lesionar la actividad ovarica. Posteriormente se ha
administrado PRP por via intraperitoneal (100-200 pL) y se ha monitoreado la actividad ovarica a

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 125



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

través de la produccién de estradiol y progesterona, concluyendo que el PRP estimula al ovario a la
reactivacion de sus funciones normales (Shamrai et al., 2022).

En el presente estudio la aplicaciéon del PRP durante un ciclo previo, permitié obtener el doble de
ovocitos que el control, pero entre ambos no se logré superar la tasa ovulatoria normal, sin embargo
si se aplicara a ambas bursas el PRP y la respuesta fuera la aqui reportada, se lograrian 16 ovocitos,
lo que representa un 30% mayor. Por ello, es conveniente ensayar dosis mayores de PRP intrabursal
o incluso explorar otras vias de administracion no invasivas y evaluar su efecto en la actividad ovarica

METODO

Animales: 7 hembras hamster Sirio dorado de 3 meses de edad con ciclos estrales regulares (estros
cada 4 dias), fueron mantenidas en una caja de acrilico, con cama sanitaria en condiciones estandar
de bioterio (23°C), con agua y alimento (nutricubos Abene) a libertad y un fotoperiodo de 14 horas
luz/10 hr oscuridad.

PRP. Se obtuvo 1 ml de sangre por puncion intracardiaca en una hembra adicional, y se coloc6 en
tubo Eppendorf con EDTA (2mg/ml). La muestra sanguinea se centrifugd a 10,000rpm x10 minutos.
Se colocd el sobrendante, en un segundo tubo y posteriormente se centrifug6 en las condiciones
ya descritas. De éste se utilizé el sedimento donde hubo mayor concentracion de plaquetas. El PRP
se utilizé el dia de obtencién o al dia siguiente, manteniéndolo en congelacion.

PRP intrabursal. En etapa de ciclo estral indistinta de las hembras, se les aplicé el sedante
intramuscular a razén de 0.05ml de Ketamina combinado con 0.1ml Xilacina por cada 100gr de
peso corporal. Los animales fueron rasurados en los flancos y se colocaron en decubito dorsal, se
incidié a un lado de la linea media sobre piel, tejido subcutaneo, musculo y peritoneo. Se colocé un
campo de algoddn, sobre la incision y se exteriorizd el ovario y el oviducto. Se localizé la bursa
ovarica y se inyectd sobre una zona de su pared no vascularizada, con una aguja 27G vy jeringa
Hamilton, 10 pl de PRP. Se procedié de manera similar a lo ya descrito para localizar la bursa
contralateral e inyectarle agua. Se hidrataron los 6rganos con PBS y regresaron a cavidad
abdominal. Se suturdé peritoneo y masculo, posteriormente piel. Se desinfecté la herida y se dejaron
las hembras en el bioterio para recuperacioén. Al siguiente estro, las hembras fueron sacrificadas por
dislocacion cervical.

Evaluacion. Se extrajeron ovarios y oviductos. En los ovarios fueron localizados y contados bajo
microscopio estereoscopico, el nimero de Cuerpos Luteos (CL) y los oviductos fueron perfundidos
con 200 ul de PBS en caja de 4 pozos y contado el nimero de ovocitos bajo el microscopio invertido
a 20X.

Estadistico. Se hicieron pruebas t-Student para datos pareados por los Cuerpos Luteos de cada
ovario y ovocitos oviductales segun tratamiento, considerando diferencias significativas de p<0.05

RESULTADOS

Todas las hembras tuvieron el estro en el tiempo correspondiente, sin que la cirugia o la inyeccion
intrabursal interfirieran con el curso normal del ciclo estral. El posoperatorio se llevé de manera
satisfactoria sin presentarse retiro de puntos de las heridas o contaminacion. Tampoco se detecté
alguna conducta antisocial entre las hembras. En relacion a la aplicacion intrabursal de PRP provoco
aumento en la tasa ovulatoria (con el correspondiente aumento del nimero de CL), con diferencia
estadisticamente significativa, con respecto a la aplicacién del agua., tal y como se aprecia en la
siguiente figura.
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Fig 1. Ovocitos (CL, promedio £ DE) en ovarios
con aplicacion de PRP o AGUA intrabursal en
hamster (n=7)
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Sin embargo si se suma el total de ovocitos (o CL) de ambos grupos, se tendra un total de 12 ovocitos
(o CL), lo que es correspondiente a la tasa ovulatoria normal en la especie, razén por la cual podria
suponerse que el estimulo obtenido no es de trascendencia. Para ello es importante considerar el
supuesto que si se aplicara el PRP en ambas bursas ovaricas la tasa ovulatoria esperada, a la
concentraciéon utilizada, seria de 16 ovocitos, lo que supone un aumento del 30% en la tasa
ovulatoria normal, de ahi la necesidad de seguir investigando el aumento en la dosificacién del PRP
0 en la concentracion de los principios activos de éste, a través de una velocidad de centrifugacion
mayor.

CONCLUSIONES

El PRP aplicado intrabursalmente permitié obtener el doble de ovocitos y Cuerpos Liteos que donde
se aplicé el agua y que la supuesta aplicacion en ambas bursas podria, a la dosis y condiciones
empleada aqui de PRP, proveer un 30% de mayor tasa ovulatoria. Es importante continuar esta
investigacién a manera de encontrar el tratamiento mas eficiente.
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RESUMEN

El agua que se destina al consumo humano debe ser tratada previamente para su uso seguro,
evitando de esta manera algun perjuicio en la salud del consumidor. Entre las fases que se realizan
en el tratamiento del agua se encuentra la aplicacion de coagulantes quimicos, usualmente sulfato
de aluminio, el cual se utiliza para agrupar moléculas de impurezas que en grandes conjuntos son
facilmente eliminables. En estudios recientes se ha observado que el mucilago de nopal puede ser
utilizado como un coagulante natural, siendo una alternativa amable con el medio ambiente debido
a su origen. En este proyecto, se realiz6 la extraccién del mucilago de nopal de dos especies distintas
(Opuntia ficus-indica y Opuntia robusta) provenientes de la zona de Guanajuato capital y Dolores
Hidalgo C.I.N. Guanajuato. El método de extraccion consistié de 4 etapas: extraccién, separacion,
purificacion y obtencién del producto final en polvo. Los resultados obtenidos muestran que es
posible la extraccién de cantidades pequefias (3 g mucilago en polvo / 250 g de nopal) de mucilago
de nopal utilizando la metodologia propuesta, el cual puede ser utilizado en el tratamiento de aguas
de manera directa.

INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que afecta a varias comunidades de la ciudad de Guanajuato
Capital es la mala calidad de agua que se les administra, asi como la contaminaciéon de sus
principales fuentes hidricas. Dado que el agua proviene de rios, lagos, lluvias y manantiales, esta
trae consigo impurezas, gases, polvo y microorganismos, los cuales pueden afectar la salud del ser
humano y, por ende, debe ser sometida a un proceso de potabilizacion haciéndola apta para el
consumo humano. Las bacterias, virus y parasitos son particulas coloidales que pueden adherirse a
otro tipo de materia en suspensién, generando el aumento de la turbidez y el riesgo de enfermedades
gastrointestinales?.

Los coagulantes primarios utilizados en el proceso de potabilizacién del agua permanecen basados
en compuestos inorganicos convencionales de aluminio o hierro, como el sulfato de aluminio,
aluminato de sodio, sulfato ferroso, sulfato férrico y cloruro férrico. La mayoria son sales acidas que
reducen el pH del agua por lo cual, dependiendo del agua a tratar, se necesita afiadir un alcali como
cal o sosa caustica?. Ademas, dichos productos quimicos a veces son costosos o tienen la posibilidad
de tener efectos adversos sobre la salud y el medio ambiente. El sulfato de aluminio, es el coagulante
guimico mas usado para la clarificacion del agua ya que remueve los microorganismos entre un 90
y 99% al ser usado en condiciones 6ptimas’. No obstante, podria ser facilmente asimilado por el ser
humano, con potenciales secuelas negativas a largo plazo. Sus efectos se asocian con numerosas
formas de céncer, Alzheimer y patologias 6seas. Una concentracién de aluminio mayor a 0,1 mg/L
en agua para consumo humano podria ser un factor de riesgo para la demencia y para la enfermedad
de Alzheimer. Ademas, el sulfato de aluminio crea enormes porciones de lodos que no son viables
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para ser usados como biosélidos, pues impactan de manera negativa los suelos y el agua gracias a
su ecotoxicidad. Por lo anterior, surge como alternativa para sustituir o minimizar el uso del sulfato
de aluminio, la utilizacion de coagulantes naturales, como lo es el mucilago de nopal.

TEORIA

El nopal pertenece a la familia de las cactaceas que constituyen una de las familias botanicas més
abundantes en México con una gran cantidad de géneros y especies, una extraordinaria variabilidad
morfolégica y de adaptacion a los distintos tipos de vegetacion y medios ecoldgicos. Desde tiempos
remotos estas han sido importantes y han estado ligadas a una gran cantidad de culturas y pueblos
americanos, desde la época prehispanica y hasta nuestros dias. En muchas partes del mundo, se
hace uso de estas de distintas maneras, algunas son alimenticias, forrajeras y otras son importantes
por sus propiedades medicinales. Otros de los usos y aplicaciones que se le ha dado es en la
clarificacion de agua utilizando la savia mucilaginosa de pencas?®.El nopal en general, posee en su
composicién quimica un 60% al 95% de agua, 11.5% de azlcares, 1.55% de proteinas, 3.12% de
pectinas yb0.16% de lipidos. Las pencas de nopal excretan una sustancia “viscosa” llamada
mucilago, este es uno de los componentes mas importantes ya que forma parte de la fibra dietética.

El mucilago del nopal es un polisacérido fibroso, altamente ramificado, cuyo peso molecular oscila
alrededor de 13x108 g/mol. Contiene aproximadamente de 35% a 40% de arabinosa, 20% a 25% de
galactosa y xilosa cada una, y de 7% a 8% de ramnosa y acido galacturénico cada uno*. El mucilago
de nopal es una sustancia analoga a las gomas y se considera importante para la industria de
alimentos debido a sus propiedades de viscosidad®.Tiene la capacidad de formar redes moleculares
y retener fuertemente grandes cantidades de agua®, asi como de modificar propiedades como
viscosidad, elasticidad, textura y retencion de agua. Adicionalmente, es un buen gelificante,
espesante, y emulsificante”. Puesto que el mucilago estd compuesto de un porcentaje considerable
de polisacéridos, otras de sus propiedades incluyen una alta capacidad complejante responsable de
la retencién de los iones metalicos, una gran capacidad biodegradable (diferente a muchos
compuestos coagulantes sintéticos) y una minima toxicidad en polimeros naturales (sustancias que
tienen propiedades coagulantes o floculantes y en muchos lugares son usados en forma empirica
por los nativos para aclarar el agua turbia con resultados satisfactorios). Finalmente, una de sus
propiedades de mayor interés para el tratamiento del agua es su formacion de dispersiones viscosas
al estar en contacto con dicho liquido.

La importancia de esta investigacién radica en el uso de un método de facil extraccion de mucilago
de dos especies distintas de nopal (Opuntia ficus-indica y Opuntia robusta) para emplearlo como
coagulante quimico alternativo al sulfato de aluminio en la potabilizacion del agua. Es por esto que
se desea extraer mucilago de nopal en polvo de manera artesanal. Esta técnica utiliza equipo y
material de bajo costo. Dicha metodologia es facil de utilizar y esta comprobado que las propiedades
del nopal pueden disminuir y hasta eliminar la contaminacién presente en el agua. Por lo tanto, se
pretende contribuir a la potabilizacién de agua para uso y consumo humano.

PARTE EXPERIMENTAL

El proceso experimental se llevd a cabo en la Escuela de Nivel Medio Superior de Guanajuato.
Después de llevar a cabo algunas pruebas preliminares con especies Opuntia ficus-indica y Opuntia
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monacantha, se llego a la conclusion de que no se seguia el proceso ideal para el objetivo que se
busca, por lo que se decidié continuar con la metodologia realizada en diferentes fases tomando en
cuenta la bibliografia consultada, como se detalla a continuacion:

La metodologia aplicada para la obtencién del mucilago de nopal consta de las siguientes etapas:

1.- Extraccion > | 2.-Separacidn | [ > | 3. Purificacion =~ "= | A.- Producto final en polvo

RESULTADOS

1.- Extraccién

Seleccion de nopales y variedades para llevar a cabo la extraccion. Se seleccionaron dos variedades
de nopal, siendo Opuntia robusta y Opuntia ficus-indica con las que se trabajaron.

Lavado del nopal con agua potable.

Pelado manual del mismo. Se traté de no desprender la piel superficial del nopal para posteriormente
pesar cada lote de este obteniendo un kilo de cada variedad.

Molienda del nopal junto con agua destilada con ajustes de proporciones en funcion del resultado.
Se hicieron 3 pruebas por cada variedad. Inicialmente se probé la proporcion 1:2 durante diez
minutos a la primera velocidad en una licuadora convencional, dando como resultado espuma que
abarca aproximadamente un cuarto de la mezcla total. Con el objetivo de reducir este factor, se prob6
con la relacion 275 g de nopal, 500 ml de agua destilada, seguido de la proporcion 403/500
respectivamente. Posteriormente se retir6 la espuma manualmente. Esto en el Opuntia robusta. En
cuanto al Opuntia ficus-indica, se probé con las relaciones 300/375, 400/600 y 400/400.

Calentado de la sustancia resultante del paso anterior a 90 °C por 10 minutos. En este apartado se
resaltan dos momentos cualitativos de importancia en ambas variedades, pues, a partir del momento
en que la mezcla alcanza temperatura de 80 °C, comienza una fase de cambio de color descartando
el color verde brillante por uno opaco hasta llegar a unos tonos amarillentos cuando se alcanzan los
90 °C. De la misma manera, se mantuvo constante el pH de 7 antes y después del calentado. Asi
mismo, en las 3 pruebas realizadas de ambas variedades se removi6 constantemente al igual que
se midio la temperatura de las sustancias en todo momento.
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Enfriamiento. A continuacién, se cubrieron los recipientes para evitar contaminacién y se dejaron
enfriar.

Figura 1. Izquierda a derecha. Cladodios de Opuntia ficus indica. Pelado de Opuntia ficus indica.

Licuado del nopal con agua destilada. Enfriamiento de la sustancia.

2.- Separacion

Centrifugacion. Realizada a 3500 rpm durante 20 minutos. Anterior a este paso se filtr6 la sustancia
con gasas para descartar la fibra y facilitar la extraccion del mucilago. Consecuentemente se
centrifugaron todas las pruebas por igual.

Desecho del precipitado. Se realiz6 succionando de la parte mayormente liquida y se descarto la
parte precipitada de cada tubo de ensaye.

Figura 2. Izquierda a derecha. Filtrado de la sustancia con gasas. Centrifugado de la sustancia.

Extraccién del mucilago. Mucilago de nopal en vaso de precipitado.

3.- Purificacién
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Bafio Maria. Efectuado durante 130 minutos a 65 °C en todas las pruebas por igual.

Enfriamiento. Posterior a esto, se cubrieron los contenedores para evitar contaminacion.

Insolubilizacién de polimeros. Realizado con etanol al 96% en una relacion 1:4 dejandose reposar a
4 °C por 48 horas. Realizado en todas las pruebas por igual sin cambio notorio aparente entre una
prueba y otra.

Figura 3. Izquierda a derecha. Mucilago a bafio Maria. Insolubilizacion de polimeros. Mucilago

con etanol reposando.

4.- Obtencion del producto final en polvo.

Deshidratacién. Hecha con el mezclado de etanol en estufa al vacio por 30 min.

Producto final. Mucilago en polvo.

Figura 4. Mucilago de Nopal en polvo.
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CONCLUSIONES

Se logré utilizar una metodologia de facil extraccién de mucilago de dos especies distintas de nopal
Opuntia ficus-indica y Opuntia robusta a partir de la bibliografia consultada. Los resultados obtenidos
muestran que es posible la extracciéon de cantidades pequefias (3 g mucilago en polvo / 250 g de
nopal) de mucilago de nopal utilizando la metodologia propuesta, el cual puede ser utilizado en el
tratamiento de aguas de manera directa.
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RESUMEN

La produccién de hongos comestibles cada dia estd en crecimiento por lo cual el aprender a
producirlos de una manera domestica nos asegura darle al consumidor una satisfaccion de haber
cultivado su propio alimento, esta practica marca un paso precedente en el manejo consiente de la
practica agricola que favorece al medio ambiente y a la salud, ya que para su produccion se utilizan
residuos agroindustriales, el disefio practico de este prototipo le da la oportunidad de tenerlo en areas
de la casa teniendo los mas altos niveles de inocuidad, ya que este prototipo es capaz de controlar
las condiciones climatolégicas que se requieren para un crecimiento adecuado de los hongos
comestibles que son la temperatura, humedad e intensidad de la luz led, esto nos asegura una
produccion satisfactoria y de alta calidad. En estudios anteriores se ha concluido que la
implementacion de luz led favorece en el crecimiento y desarrollo en la etapa de aparicion de los
cuerpos fructiferos al igual que incrementa sus propiedades nutritivas. En México el panorama actual
que se vive con los problemas de nutricidon y salud se vinculan con la pobreza, aunado a esto se
vincula por el bajo consumo de proteinas por los costos cada vez mas excesivos de la proteina de
procedencia animal, esto tiene un impacto negativo en los problemas de salud y sobrepeso que se
presenta colocando a México en el segundo lugar de obesidad y con problemas de diabetes, todo
esto es por la mala alimentacién y por el estilo de vida que han tomado los mexicanos en la actualidad
un mexicano consume alrededor de 9,267 calorias diarias y tan solo 265 gramos de proteinas de
los 285 gramos recomendados por la secretaria de salud, por ello existen trabajos realizados por
investigadores que buscan alternativas de fuentes de alimentacién enriquecidas con una alto valor
nutrimental que ayude con la ingesta diaria recomendada. En la actualidad el consumo mundial de
hongos se estima alrededor de 25 millones de toneladas provenientes de 30 especies y estas cifras
cada dia van en aumento, este incremento acelerado se debe porque cada vez se conocen mas sus
propiedades alimentarias y medicinales, algunas de estas propiedades son el reforzamiento del
sistema inmunoldgico y la presencia de nueve aminoacidos esenciales en la dieta requeridas para
el ser humano. Para el desarrollo y programacién del prototipo se utiliz6 una caja de plastico con
medidas de 32.5 cm de alto, 85 cm de largo y 46 cm de ancho donde se implementaron componentes
electrénicos que ayudaran a controlar las condiciones climatologicas qué requiere el cultivd de
hongos, para posteriormente ser programados en el sistema de Arduino. Para la evaluacion del
prototipé se cultivd el hongo Pleurotus ostreatus de acuerdo con metodologias consultadas con
anterioridad. En este disefio se evaluaron diferentes tratamientos con materiales lignocelulésicos
disponibles en la regién y se sometieron a diferentes tiempos de fotoperiodo. Los sustratos utilizados
fueron bagazo mezcalero, paja de avena y una mezcla del 50 % de agave mezcalero y 50 % de paja
de avena en repeticiones triples. Siendo el mas exitoso la paja de avena ya que se presentd mejor
respuesta desde la inoculacién invadié primero el sustrato y presento cuerpos fructiferos en
comparacion de los otros dos tratamientos los periodos de exposicién de luz led incrementaron la
aparicion de los cuerpos fructiferos.
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INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas y heterétrofos que pertenecen al reino fungi, ecolégicamente
divididos en parasitos, micorricicos y saprobios. Algunas especies tienen valor comercial, como las
comestibles y/o medicinales, que de acuerdo con su naturaleza como degradadores de materia
organica pueden ser cultivados en diferentes tipos de sustratos lignocelulésicos (Montoya et al;
Gaitan, 2015). La producciéon de hongos comestibles que se realiza bajo condiciones controladas
puede generar alternativas de produccion doméstica, proporcionando al consumidor un producto
inocuo y de alto valor nutricional (Zepeda et al., 2016). Ademas, se aprovechan los residuos
generados en procesos agroindustriales, inhibiendo su impacto negativo al medio ambiente,
generando un producto de alto valor nutricional para el consumidor. Por esta razén es necesario
desarrollara nuevas estrategias tecnologicas de automatizacién aplicadas al cultivo de especies de
hongos de interés comestible, que permitan la disminucién de los costos y la implementacion de
tecnologia, innovacién y programacion de procesos (Montoya et al., 2018).

De acuerdo con Montoya et al. (2018) la producciéon de hongos comestibles contempla diversas
etapas, tales como la seleccién y acondicionamiento del sustrato, inoculacién, incubacién,
fructificacion y cosecha. Asi mismo el uso de luz LED presenta ventajas al incorporarse en modulos
de produccion como; no generan calor, tiene un bajo consumo de energia y presenta un espectro
luminico estable. En el estudio mencionado se reportaron efectos positivos en la produccién de
cuerpos fructiferos de Ganoderma y Pleurotus spp bajo condiciones de luz blanca y azul.

Por lo anterior, es necesario desarrollar estrategias que permitan aplicar en conjunto conocimientos
de biologia e ingenieria para hacer més eficiente la produccién doméstica de hongos comestibles, a
través de la manipulacion de los factores que afectan la productividad del cultivo. El objetivo del
presente trabajo fue disefiar un prototipo automatizado para la producciéon de hongos comestibles
en funcién de la luminosidad.

TEORIA

Los hongos comestibles contienen entre el 19 al 35% de proteinas utilizables en peso seco, esto
comparando con el de las frutas y hortalizas. Estos también contienen tiamina (vitamina B1),
riboflavina (vitaminaB2), piridoxina (vitamina B6), cobalamina (vitamina B12) y acido ascoérbico
(vitamina C), entre algunos otros; ademas también podemos encontrar minerales como lo son el
fosforo, hierro, calcio y potasio. Otra caracteristica es que se puede recomendar como dietéticos por
su bajo contenido en carbohidratos, alto valor nutritivo, propiedades antidiabéticas, anticancerigenas,
reducen el colesterol, bajos en grasas, sodio y alto contenido de fibra (Gaitan, 2015).

En el mundo existen alrededor de 2000 especies de hongos comestibles, pero solamente entre 5 y
6 se cultivan a niveles industriales, como es el caso del género Pleurotus ostreatus. De manera
comercial, es conocido como hongo ostra u orellana, han adquirido un valor elevado debido a sus
cualidades gastrondmicas, nutritivas y medicinales. Por otra parte, estas especies se caracterizan
por desarrollarse en sustratos ricos en lignina y celulosa, para ser cultivados podemos utilizar
diferentes sustratos agroindustriales y forestales (ICIDCA, 2014). De acuerdo con Sampayo en
(2019) menciona que el cultivo de hongos implica diferentes técnicas de cultivo, y cada una de estas
se debe llevar a cabo con un alto nivel de cuidado. Como lo es la seleccion, preparacion,
acondicionamiento del sustrato, inoculacion e incubacién, para ello se debe tener en cuenta la
especie de hongo que sera cultivada. Los hongos del género P. ostreatus son los mas faciles y
menos costosos de producir, debido a la alta adaptabilidad y productividad que presentan las setas
de este género (Jaramillo, 2005).
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En Colombia, se ha estado trabajando en el desarrollo de proyectos enfocados a la automatizacién
de procesos para el cultivo de especies de hongos comestibles mediante la implementacién de
sensores para el control de temperatura y humedad (Ramirez, 2012). Recientemente en el afio de
2017, en Bolivia se desarroll6 un sistema de monitoreo y control de cdmaras de incubacion y
fructificacion para la produccién de hongos comestibles y medicinales, para desarrollar nuevas
técnicas de produccién agricola, y mejorar la produccion de hongos comestibles (Vargas et, al 2017).
De la misma forma Sampayo en 2019 menciona que la implementacion de nuevas tecnologias puede
generar alternativas para la produccion doméstica. Por ende, la automatizacién de algunos procesos
contribuye al mejoramiento y a incrementar la eficacia de los recursos, asi mismo beneficia a paises
en desarrollo econdmico ya que estos se pueden implementar a diferentes sectores de la sociedad.

PARTE EXPERIMENTAL

Descripcién del area de estudio

El estudio se llevé a cabo en el Instituto Tecnolégico del Valle del Guadiana, en el laboratorio de
Biotecnologia vegetal y en el centro de cédmputo, como material biolégico se utilizaron cepas del
hongo Pleurotus ostreatus. Para la etapa del cultivo se utiliz6 la metodologia propuesta por Roblero-
Mejia et al., (2021).

Desarrollo del prototipo automatizado

Para el disefio del prototipo automatizado se utilizé una caja de plastico con medidas de 32.5 cm de
alto, 85 cm de largo y 46 cm de ancho, un sensor de humedad DHT11, un Arduino uno, un Arduino
mega, un humidificador ultrasénico, un ventilador y tiras de luz LED, inyector de oxigeno, se
conectaron todos los componentes electrénicos y se programaron de acuerdo con un cdédigo
generado en la base de datos de Arduino IDE.

Obtencién del inoculo

Para la obtencién y preparacion del inoculo se utilizd semilla de sorgo, con humedad de entre 70-
80%, se almacenaron en frascos de 900ml y estos se esterilizaron en una autoclave vertical a 121
°Cy 15 libras de presién por 15 minutos. Posteriormente fueron enfriados a temperatura ambiente y
se inocularon con fragmentos del micelio del micelio de Pleurotus ostreatus en un area aséptica, y
se incubaron a una temperatura de 28 °C durante 20 dias en completa obscuridad, hasta su completa
colonizacion

Seleccién y acondicionamiento de sustratos
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Para la seleccion de los sustratos se utilizaron materiales lignocelulésicos que se encuentran
disponibles en la regién, como paja de avena y bagazo mezcalero. Fueron lavados, deshidratados
para posteriormente ser homogenizados en particulas de 1-2 cm para su utilizacion.

DISENO EXPERIMENTAL

Se realizo un disefio factorial que consistid6 en evaluar tratamientos a diferentes proporciones,
utilizando frascos de vidrio de 1000 ml como unidades experimentales (Tabla 1), se esterilizaron en
una autoclave vertical a 15 libras de presién a temperatura de 121 °C durante 20 minutos, se
enfriaron a temperatura ambiente y se inocularon en un area aséptica.

Tabla 1. Descripcion de tratamientos para el cultivo de Pleurotus ostreatus utilizando paja de avena
y bagazo mezcalero

Tratamiento  Proporcién Sustrato Repeticion Exposicion
(%) de luz

T1 100 Paja de avena 3 12 Hrs

T2 100 Bagazo mezcalero 3 12 Hrs

T3 50:50 Paja de avena/bagazo mezcalero 3 12 Hrs

Incubacioén y fructificacién

Para la inoculacién los sustratos se llevaron a una temperatura de 28 °C en completa obscuridad de
4-6 semanas. Al término de la colonizacion de nuestros tratamientos se trasladan al prototipo casero
automatizado para la eta de fructificacion y cosecha.

Analisis bromatolégico

La determinacidon bromatoldgica se realizé siguiendo la metodologia de la AOAC, (2005) Los
parametros que se determinaron fue el porcentaje de nitrégeno, proteina, humedad, cenizas, grasas
y fibra cruda.

Andlisis de resultados
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Los datos obtenidos fueron procesados mediante un andlisis varianza (ANOVA) y prueba de medias
de Tukey (0.05) en el software estadistico SPSS v. 24.

Material/Cantidad/Costos para la fabricacion del prototipo automatizado

Para la realizacién e implementacion del prototipo automatizado se tuvo un costo general de $1534
pesos sin considerar las mermas del incremento de los precios y del sobrante de cada uno de la
materia prima utilizada, el cual se describe especificamente en la tabla 2

Tabla 2. Materiales y costos para la fabricacion del prototipo

material cantidad Costo
Caja de plastico 1 $250
Humidificador ultrasénico 1 $105.00
Sensor de humedad DHT11 1 $95.00
ARDUINO MEGA 1 $239.00
ARDUINO UNO 1 $190.00
Luz led RGB 2 $580.00
Ventilador 1 $75.00
RESULTADOS

De acuerdo con el analisis de varianza se encontraron diferencias estadisticas, en las variables de
crecimiento micelial, porcentaje de nitrdgeno, humedad, cenizas y grasas. El mayor crecimiento
micelial fue en el tratamiento 3 con 28 dias (Grafica 1). Una vez que se completd la colonizacién en
los sustratos, fueron introducidos al prototipo automatizado, donde al exponerse a las condiciones
de luz, humedad y temperatura se registré diferencias en la aparicion de cuerpos fructiferos en las
propiedades nutrimentales (Tabla 3) redujeron 0.65% las grasas en el tratamiento 3, para el
porcentaje de nitrdgeno se observo un ligero incremento utilizando una mezcla de avena con bagazo
de agave de 2.64%. Para las proteinas no se registraron diferencias con un porcentaje promedio de
16.04%. Para el contenido de humedad, el tratamiento 3 presento mayor proporcién de humedad
8.37%, en cenizas todos tratamientos presentaron diferencias, resaltando el tratamiento con bagazo
de agave y en el caso de la fibra cruda no se presentaron diferencias.
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Grafica 1. Resultado de velocidad de crecimiento micelial
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Tabla 3. Resultados promedios de analisis bromatolégicos de cultivo del hongo Pleurotus ostreatus.

T1 T2 T3
% Nitrégeno 2.57+0.05 ab 2.64 +0.01 ab 265+0.05a
% Proteinas 16.06 £ 0.02 a 16.05+0.05a 16.06 £0.01 a
% Humedad 8.08+£0.01c 8.26+0.01b 8.38+0.01a
% Cenizas 6.14+0.1ab 6.65+0.01a 6.1 +£0.01 ab
% Grasas 274+0.01a 3.39+0.01a 209+0.01a
% Fibra Cruda 558 +0.01 a 557+0.01a 557+0.01a

*se muestra el valor de las medias * desviaciones estandar. Letras en mindscula muestran el
agrupamiento de prueba rango multiple de Tukey (0.05).

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que la exposicién a la luz led azul beneficia al cultivo de hongos
comestibles de la especie de Pleurotus ostreatus con una exposicion de fotoperiodo de 12 Hrs, de
igual forma para la produccion de hongos se recomienda utilizar los sustratos de bagazo mezcalero

y de paja de avena en una proporcién de 50/50.
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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son los nanomateriales mas comercializados y representan
mas del 50% de los productos de consumo mundial de nanomateriales. En aguas residuales, las
AgNPs y particulas del AgCl se han detectado en soluciones de desechos de lavanderia, por lo que,
si estos residuos son vertidos a los ecosistemas acuéticos, es imperante conocer el efecto en plantas
y animales. En el caso de las plantas acuaticas, el efecto téxico de las AgNPs es poco conocido y
es preciso realizar investigaciones para conocer la interaccion de estas plantas con las
nanoparticulas, debido a que son los productores primarios en sistemas acuaticos. Azolla filiculoides
es una pteridofita heterospoérica flotante de agua dulce, pertenece a la familia Azollaceae y es nativa
del continente americano; se distribuye en todo el mundo, principalmente en aguas tranquilas de
zonas tropicales, subtropicales y templadas de rios, represas, arroyos y charcos temporales. Crece
rapido con una alta tasa de duplicacion, por lo cual es una planta usada en fitorremediacién de aguas
superficiales contaminadas por compuestos organicos e inorganicos. Es importante evaluar si las
plantas acuaticas que exhiben potencial para fitorremediacion de dichos compuestos pueden
aplicarse en la remediacién de nanoparticulas metélicas, debido a que éstas pueden responder
diferente a nivel fisiologico y verse afectadas en procesos vitales como la fotosintesis. El presente
estudio evalué el efecto de concentraciones crecientes de nanoparticulas de plata (AgNPs) 0.0, 0.1,
1.0, 5.0, 10.0, 100.0 mg L-1 en el crecimiento de Azolla filiculoides y los pigmentos fotosintéticos del
simbiosistema Azolla-Anabaena azollae. La biomasa fresca (BF) y la biomasa seca (BS) de A.
filiculoides disminuy6 al incrementar las concentraciones de AgNPs en la solucién nutritiva, después
de 8 d de exposicién. La correlacion Rho de Spearman de la BF y BS, con respecto a los tratamientos
con AgNPs, sugiere una correlacion negativa significativa, (r= -0.98, r= -0.94, p < 0.05,
respectivamente), lo que significa que mientras la concentracion de AgNPs en la solucion nutritiva
aumenta, la biomasa de A. filiculoides disminuye. Mediante la regresiéon de la BF y BS con la
concentracién de AgNPs, se observé que ésta es de tipo no lineal (decrecimiento exponencial). Con
el modelo es posible predecir el valor de BF o BS a partir de la concentracion de AgNPs. El contenido
de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila a+b y carotenoides) disminuy6
significativamente con respecto al testigo. En el indice de verdor (a+b) / (x+c), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos de AgNPs o comparados con el
testigo (Tukey, p < 0.05). La mayor reduccién de biomasa y disminucion del contenido de pigmentos
fotosintéticos, ocurrio en la concentracion mas alta (100.0 mg AgNPs L-1).

INTRODUCCION

Azolla filiculoides es una pteridofita heterospdrica flotante de agua dulce, pertenece a la familia
Azollaceae y es nativa del continente americano. Crece rapido con una alta tasa de duplicacion, por
lo cual es una planta usada en fitorremediacion de aguas superficiales contaminadas por compuestos
orgéanicos e inorganicos (Sanchez-Viveros et al., 2011).

El esporofito presenta tallos rizomatosos con ramificacion subdicotémica. Las frondas son
triangulares o poligonales que a primera vista presentan un aspecto poco convencional al resto de
los helechos. Las hojas son bilobadas, dispuestas en forma alternada e imbricadas. El I6bulo flotante
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es fotosintético y presenta una cavidad en la cual se encuentra la cianobacteria filamentosa
Anabaena azollae, formada por células vegetativas y heterocistos. Los heterocistos son células
especializadas para realizar la fijacion de N2 y las células vegetativas son fijadoras de CO2, ambas
coexisten en un solo filamento. Los aminoacidos como la glutamina son portadores de nitrégeno y
son transportados a las células vegetativas. A su vez, los carbohidratos son portadores de carbono
y son producidos por la célula vegetativa, los cuales son transferidos a los heterocistos, para generar
el poder reductor requerido para la fijacion del N2. A. filiculoides proporciona un ambiente cerrado
para A. azollae dentro del I6bulo flotante y a cambio, la cianobacteria captura el N2 atmosférico, que
luego estéa disponible para el crecimiento de Azolla (Grajales-Tam, 2014). El I6bulo sumergido, por
el contrario, es traslucido y no fotosintético.

Ademas, A. filiculoides es capaz de extraer grandes cantidades CO2 de la atmésfera, lo que le
permite realizar el proceso de fotosintesis de tipo C3, y contribuir a reducir la amenaza del cambio
climatico, en tanto que las cianobacterias en asociacion, como A. azollae, tienen una tasa de
crecimiento mas baja y una capacidad disminuida para asimilar amonio y reducir fotosintéticamente
el CO2 (Meeks, 1988). Los cloroplastos de A. filiculoides contienen clorofila a, asi como clorofila b,
mientras que los filamentos de la cianobacteria A. azollae contienen solo clorofila a junto con
ficobilinas. Tanto A. filiculoides como A. azollae contienen carotenoides (Tyagi et al., 1980; Young y
Britton, 1993). Es importante evaluar si las plantas acuaticas que exhiben potencial para
fitorremediacion de metales pueden aplicarse en la remediacion de NPs metalicas, debido a que
éstas pueden responder diferente a nivel fisioldgico y verse afectadas en procesos vitales como la
fotosintesis y el crecimiento o acumulacién de biomasa. Por lo anterior, en el presente trabajo se
evaluo el efecto de concentraciones crecientes de nanoparticulas de plata (AgNPs): 0.0, 0.1, 1.0,
5.0, 10.0, 100.0 mg L-1, en el crecimiento de Azolla filiculoides y los pigmentos fotosintéticos del
simbiosistema Azolla-Anabaena azollae.

PARTE EXPERIMENTAL

Tratamientos y unidad experimental (UE)

Se emplearon 6 tratamientos incluyendo al testigo: 0.0, 0.1, 1.0, 5.0, 10.0 y 100.0 mg AgNPs L-1 en
un disefio experimental completamente al azar. Se coloc6 1 g de la planta en un contenedor de
plastico con 200 mL de solucion hidropoénica Yoshida sin adicion de N y pH=5. Los contenedores
fueron puestos en un invernadero con temperatura de 22 + 0.20 °C, humedad relativa de 56 + 1.1%,
y radiacion fotosintéticamente activa de 488 + 3.6 umol m-2 s-1, por 8 d.

Biomasa fresca (BF) y seca (BS)

Se emplearon 5 repeticiones por tratamiento. La BF de cada UE se registré en una balanza analitica;
posteriormente el tejido fresco se secd a 60 °C por 72 h para obtener la BS. Se realiz6 ANOVA y
comparacion de medias (Tukey, p < 0.05) con los datos obtenidos de BF y BS. Se hizo correlacion
Rho de Spearman (p < 0.05) con el paquete estadistico SAS 9.4 y regresién usando SigmaPlot 14,
para generar una ecuacién (modelo) que permitié predecir el valor de una variable a partir de la otra.

Tasa de crecimiento relativo (TCR) y tasa de duplicacion (TD)
La TCR y la TD se calcularon a partir de las ecuaciones propuestas por Hoffmann y Poorter (2002)
y Andrade et al. (2013). Los datos fueron transformados a In antes de estimar la TCR y la TD.

Contenido de pigmentos fotosintéticos

Se usaron 8 repeticiones por tratamiento. El contenido de pigmentos fotosintéticos (a+b, clorofilaa'y
b, carotenoides: xantofilas (x) + carotenos (c) y el indice de verdor (a+b) / (x+c), fueron estimados
mediante la extraccion de pigmentos en material fresco (100 mg), el cual fue triturado en un mortero
con N2 liquido y 1 mL de metanol al 96% frio. Los extractos obtenidos se pusieron en una
microcentrifuga a 3000 rpm a 4 °C por 10 min, posteriormente se colocaron 250 pL del sobrenadante
en una microplaca de 96 pozos y se midi6 la absorbancia del sobrenadante en un espectrofotometro
a 470, 653 y 666 nm. El contenido de pigmentos fotosintéticos fue calculado usando las ecuaciones
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propuestas por Dere et al. (1998). La concentracion de los mismos fue convertida a pug unidad
experimental -1. El indice de verdor, se obtuvo de la relacién (a+b) / (x+c). Posteriormente, con los
datos se hizo ANOVA vy prueba de comparacion de medias (Tukey, p < 0.05), con el paquete
estadistico SAS 9.4.

RESULTADOS

Las biomasas fresca (BF) y seca (BS) de A. filiculoides disminuyeron al incrementar las
concentraciones de AgNPs en la solucién nutritiva, después de 8 d de exposicién. La correlacién
Rho de Spearman de las BF y BS, con respecto a los tratamientos con AgNPs, sugiere una
correlaciéon negativa significativa, (r= -0.98, r= -0.94, p < 0.05, respectivamente), lo que indica que
mientras la concentracion de AgNPs en la solucién nutritiva aumenta, la biomasa de A. filiculoides
disminuye (Fig. 1).
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Figura 1. A) Biomasa fresca (BF) y B) Biomasa seca de A. filiculoides expuesta a concentraciones
crecientes de AgNPs por 8 d. Los datos son medias + EE, letras diferentes sobre las barras, indican
diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05), n=5.

Mediante la regresion de la BF y BS con la concentracion de AgNPs, se observé que ésta es de tipo
no lineal (decrecimiento exponencial) (Fig. 2).
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Figura 2. A) Regresion no lineal de la biomasa fresca (BF) y B) biomasa seca (BS) de A. filiculoides
expuesta a concentraciones crecientes de AgNPs por 8 d. Los datos son medias + EE, letras
diferentes sobre las barras, indican diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05), n=5.

Con el modelo es posible predecir el valor de BF o BS a partir de la concentracion de AgNPs (Cuadro
1). La mayor TCR se observo en el testigo (0.15 g g* d?) con una TD de 14 h. En la concentracion
de NPs mas alta (100.0 mg AgNPs L) la TCR se redujo tres veces (0.05 g g d?) y la TD aument6

casi cuatro veces (46 h), con respecto al testigo (Cuadro 2).

AgNPs (mg L?)

Biomasa fresca (g)

Biomasa seca (mg)

Modelo  Experimental Modelo Experimental
0.0 4.11 4.14 147.29 149.32
0.1 3.71 3.67 141.55 138.82
1.0 2.28 2.24 119.09 120.66
5.0 1.49 1.56 112.13 110.20
10.0 1.34 1.51 109.30 110.42
100.0 1.20 1.00 69.07 69.06

Cuadro 1. Valores predichos de la biomasa fresca y seca calculados a partir de los modelos de
regresion, comparados con los valores obtenidos experimentalmente.
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AgNPs (mg L™ TCR(gg dY D (h)
0.0 0.15+0.004 a 13.86 +0.32 d
0.1 0.14 + 0.007 a 14.82 +0.87 cd
1.0 0.12 + 0.004 b 17.40 + 0.36 cb
5.0 0.11 +0.004 b 18.55+0.24 b
10.0 0.11 +0.004 b 18.54 £ 0.69 b
100.0 0.05 +0.013 ¢ 46.09 +3.35 a

Cuadro 2. Tasa de crecimiento relativo (TCR) y tasa de duplicaciéon (TD) de A. filiculoides, después
de 8 d de cultivo en concentraciones crecientes de AgNPs.

Medias + EE. Letras diferentes en columnas indican diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05), n=5.

El contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila a+b y carotenoides)
disminuy6 significativamente con respecto al testigo. En el indice de verdor (a+b) / (x+c), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos de AgNPs o
comparados con el testigo (Tukey, p < 0.05) (Fig. 3).

600 10
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[ Cloh
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bt

HHo

300

{a+h) ! (x+c)

200 4

100 4

Contenido de pigmentos fotosintéticos
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-

5.0 10.0 100.0

AgNPs (mg L™

Figura 3. Contenido de pigmentos fotosintéticos e indice de verdor (a+b) / (x+c) de A. filiculoides
expuesta a concentraciones crecientes de AgNPs por 8 d. Medias * EE, letras diferentes sobre las
barras, indican diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05), n=8.
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CONCLUSIONES

El crecimiento y el contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila a+b disminuyeron conforme las
concentraciones de AgNPs aumentaron. El contenido de carotenoides también disminuy6
significativamente con respecto al testigo. La mayor afectacion en la disminucion del crecimiento y
contenido de pigmentos fotosintéticos ocurrié en la concentracion mas alta estudiada (100 mg AgNPs

L),
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RESUMEN

La chia (Salvia hispanica L.) es una planta herbacea anual, cuyas semillas estan siendo valoradas
por su altos valores nutricionales y medicinales. Ademas, el aceite de chia es bien valorado dado su
alto contenido de &cidos grasos insaturados. Los bioestimulantes inorganicos, como el Nd,
promueven la absorcién eficiente de nutrimentos; y el S es un elemento clave en la sintesis de acidos
grasos. En este estudio se evaluo el efecto de la aplicacion foliar de Nd (0, 25, 50, 75, 100 y 125 [JM)
en el contenido de S en véastagos de chia. Para ello se condujo un experimento en un disefio
completamente al azar con ocho repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consistio en
una maceta con tres plantulas. Se realizaron tres aspersiones foliares con un intervalo de aplicacion
de 10 d. La concentracion de S en vastago fue realizada en el extracto resultante de la digestion de
tejido vegetal seco y molido con una mezcla de acidos, y leido en un equipo de espectrometria de
emision optica (OES) de induccidn por plasma acoplado (ICP). Con los resultados de concentracion
de S y la biomasa seca de vastagos, se estimé el contenido de S. Con los datos obtenidos se
realizaron pruebas de homogeneidad y normalidad; posteriormente analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias (Tukey, p < 0.05). El contenido de S en vastago de plantas del tratamiento
testigo fue de 3.72 mg. El tratamiento con 25, 100 y 125 (OM Nd, redujeron el contenido de S de 8.8,
11y 7.9% respectivamente, en comparacion con el testigo. Por el contrario, dosis de 50 y 75 (M Nd
aumentaron en 17.5 y 16.5%, respecto al testigo. Estos resultados muestran que el Nd ocasioné
efectos horméticos en esta variable; donde el rango positivo para la acumulacién de S se sitGa entre
50 y 75 OM Nd; misma que, mejora el estatus de S y por tanto puede incrementar la sintesis de
acidos grasos insaturados en el aceite de chia.

INTRODUCCION

La chia (Salvia hispanica L.) es una especie originaria de México. Su semilla tiene un especial
significado en numerosos paises de Ameérica Latina, dado que ha sido consumida desde la
antigliedad por los pueblos mesoamericanos. La importancia del uso de la chia como ingrediente en
bebidas en el México precolombino se encuentra bien documentada. Para los aztecas, la cosecha
de chia era tan importante como la del maiz, y junto con el amaranto, eran cultivos muy apreciados.
Los usos culinarios de la semilla de chia van desde semilla entera, harina de la semilla, mucilago de
la semilla y aceite de la semilla (Valdivia-Lopez et al., 2015).

La importancia del consumo de la semilla de chia es debido a sus propiedades nutricionales y
medicinales. El aceite de chia presenta altos contenidos de acidos grasos insaturados (Hrngic et al.,
2020), especialmente el acido graso esencial [-linolénico, que puede representar hasta el 75% del
peso de la semilla (Valdivia-Lépez et al., 2015).

El azufre (S) es uno de los elementos esenciales para plantas superiores, pues es requerido para el
adecuado crecimiento y desarrollo. Es componente estructural de los enlaces disulfuro (S-S) de
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proteinas, aminoacidos, vitaminas y cofactores (Narayan et al., 2022). Ademas, el S es clave en la
sintesis de acidos grasos (Korber et al., 2022).

La bioestimulacion de cultivos ha mostrado ser una tendencia creciente a nivel mundial, en virtud de
que incrementa la tolerancia a factores de estrés abiotico en los cultivos, promueve el crecimiento
vegetal y estimula la absorcién y el uso de nutrimentos (Gomez-Merino y Trejo-Téllez, 2018). Dentro
de los bioestimulantes inorganicos se encuentra el neodimio (Nd), elemento del grupo de los
lantanidos, que forman parte ademas del grupo de los denominados elementos benéficos (Gomez-
Merino et al., 2023).

En esta investigacion se evalu6 el efecto de la aplicacion foliar de Nd en el contenido de S en
vastagos de chia.

PARTE EXPERIMENTAL

Ubicacién del experimento y condiciones experimentales

Este estudio se realizé en el Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, en un invernadero tipo
tunel con malla antiafidos en las paredes laterales y cubierta plastica con ventana cenital.

Material vegetal

Se utilizaron plantulas de chia (Salvia hispanica L.), obtenidas de la siembra directa de semillas en
macetas (8 cm x 10.5 cm x 8 cm; alto x diAmetro x largo; 360 cm? de capacidad). Como sustrato se
empled turba (Premier Horticulture Inc., ProMix FLX, Canada). Se sembraron 12 semillas por maceta.
Posterior a la emergencia, se dejaron tres plantulas por maceta.

Disefio de tratamientos y disefio experimental

Los tratamientos consistieron en aplicaciones foliares de soluciones con las siguientes
concentraciones de neodimio (Nd): 0. 25, 50, 75, 100 y 125 [OM. La fuente de Nd fue NdCls 6H20
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos). A las soluciones se les adicion6 Tween™ 20 (Hycel, México) a una
concentracién de 0.1%. El tratamiento testigo (0 UM Nd) consistié en agua destilada con 0.1% de
Tween™ 20.

Las aplicaciones foliares se iniciaron cuando las plantulas tenian 14 dias de edad, y se realizaron
con aspersores manuales de 1 L, en intervalos de 10 dias. Para las aspersiones foliares se aislaban
las macetas por tratamiento para evitar contaminacion, y se aplicaron hasta el punto de rocio. Se
realizaron tres aspersiones foliares durante el ensayo.

Cada tratamiento tuvo ocho repeticiones. La unidad experimental fue una maceta con tres plantulas,
y el disefio experimental tuvo una distribucion completamente al azar en el invernadero.

Manejo del experimento

La nutricion de las plantas se hizo a través del riego con solucién nutritiva Steiner con una
concentracion de 25% (Steiner, 1984). La composicion (en molc m-3) de macronutrimentos en dicha
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solucién fue: 3 NOs, 0.25 H2POg4, 1.75 SO4%, 1.75 K*¥, 2.25 Ca?* y 1 Mg?'. Adicionalmente, la
composicién de micronutrimentos (mg L) en dicha solucion fue de: 5 Fe, 2.33 Mn, 0.47 Zn, 0.19 Cu,
0.43 B y 0.17 Mo. Las soluciones nutritivas se prepararon con sales grado reactivo de las marcas
Meyer (México) y Fermont (México). La solucién nutritiva se empled con un pH ajustado a 5.5.

Durante los primeros 30 dias de desarrollo de la plantula, éstas se regaron con 50 mL de solucion
nutritiva al 25%. Después de los 30 dias se aumento el volumen de riego a 100 mL por el incremento
de las necesidades hidricas de la planta. Los riegos se realizaban cada dos dias.

Variables evaluadas

Después de tres aspersiones foliares, se cortaron los vastagos de chia y se secaron a 70 °C por 48
h, en una estufa de aire forzado (Riossa HCF-125, México). Posteriormente se determiné el peso de
biomasa seca de vastagos con una balanza analitica (Adventurer Ohaus Pro AV213C; Estados
Unidos). En el material seco y molido se determind la concentracion de S, mismo que fue sometido
a una digestion humeda con una mezcla de &cidos (HNO3:HCIO4, 2:1, v:v). El extracto resultante de
la digestion fue leido en un equipo de espectrometria de emision Optica de induccion por plasma
acoplado (ICP-AES 725-ES, Agilent, Estados Unidos).

Los resultados de concentracion de S y la biomasa seca de vastagos, fueron usaron para la
estimacion del contenido de S.

Analisis de datos

Una vez comprobados los supuestos de homogeneidad y normalidad, los datos fueron sometidos a
andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, p < 0.05) usando SAS (SAS, 2002).

RESULTADOS

La forma anionica de azufre (SO4%) es la principal fuente de este elemento para las plantas, y
generalmente esta presente en cantidades minimas en el suelo. Esta forma de S es soluble en agua,
por lo que se filtra facilmente del suelo. El azufre y los compuestos que contienen azufre actdan
como moléculas de sefializacion en el manejo del estrés, asi como en los procesos metabdlicos
normales (Narayan et al., 2022).

El contenido foliar de S oscil6 entre 3.31 y 4.37 mg. Los tratamientos 50 y 75 (0M Nd causaron mayor
contenido de S con respecto a los tratamientos con 25, 100 y 125 0OM Nd (Figura 1). Al ser un
elemento benéfico, el Nd mostré que desencadena efectos horméticos, lo que indica una respuesta
bifasica dependiente de las dosis (Gomez-Merino y Trejo-Téllez, 2018). En este estudio, se
observaron efectos positivos del Nd con bajas concentraciones (50 a 75 [OM) y, por el contrario,
negativos con dosis altas (mayores a 100 [JM) en lo que respecta al contenido de S en vastago. La
hormesis en vastagos, esta asociada con la promocion de la actividad fotosintética (Feng et al., 2018;
Wu et al., 2018), lo cual promueve el desarrollo de la planta.
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de Nd en el contenido foliar de azufre (S) de plantas
de chia. Medias + DE con letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).

Si bien ninguno de los tratamientos con Nd fue estadisticamente diferente al testigo, se observan
incrementos medios de 16.7% con las dosis 50 y 75 [O0M Nd. Este incremento resulta importante para
aumentar la calidad de la semilla de chia. En plantas superiores, la biosintesis de lipidos esta
estrechamente relacionada con el azufre (Bates et al.,, 2013). Por ejemplo, el S incrementa la
concentracién acetil-coenzima A, la actividad de la enzima acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa),
ademas de aumentar los contenidos de proteinas solubles, azlcares y almidones en semillas
desarrolladas. Este incremento en fuentes de C debido al abasto suficiente de S, representa la
materia prima para la biosintesis de aceites (Ahmad et al., 2000). Asimismo, se ha demostrado que
la nutricion azufrada tiene influencia en los lipidos sulfoquinovosil-diacilglicerol (SQDG) presentes en
la membrana de los tilacoides y en los acidos grasos de los galactolipidos (Kérber et al., 2022).

En menta (Mentha arvensis) y en albahaca dulce (Ocimum basilicum), la fertilizacién con S no solo
aumentd el rendimiento sino también la calidad del aceite esencial (Kumar et al., 2010; Oliveira et
al., 2014).

La colza (Brassica napus), una de las especies oleaginosas mas importantes a nivel global, presenta
una alta concentracion de S tanto en tejido como en la semilla y tiene una demanda particularmente
alta de S en relacidn con su rendimiento potencial (Grant et al., 2012).

Para mantener un buen estado de salud es necesario lograr un balance 6ptimo entre el suministro
de vitamina B y folato, para cumplir con los requisitos de sintesis de proteinas y permitir la produccién
intracelular 6ptima de homaocisteina, fosfatidilcolina, H2S y glutation en concentraciones compatibles
con la regulacion del metabolismo de lipidos (Blachier et al., 2020).
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CONCLUSIONES

En este estudio se pudo observar una curva hormética dosis-respuesta de la aplicacion del elemento
benéfico neodimio (Nd) en el contenido de S en tejido foliar de chia, especie que produce una semilla
con altos contenidos de acidos grasos insaturados benéficos para la salud humana. En especifico,
las dosis de 50 y 75 OM Nd aumentaron los contenidos de S en tejido foliar. Tal aumento en el
contenido foliar de S puede a su vez estimular la sintesis de acidos grasos insaturados en el aceite
de chia, lo que mejoraria la nutricion humana al consumir esta semilla.
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RESUMEN

A nivel mundial, el 6% del territorio agricola es afectado por salinidad y se estima una pérdida del
50% para el 2050. El vanadio (V) es considerado un elemento benéfico debido a que la adicidon de
éste en dosis bajas (< 2 mg V L) promueve el crecimiento de las plantas. Basado en lo antes
expuesto, se establecié un experimento con plantulas de tomate cv. Rio Grande bajo invernadero,
en el cual se evalug el efecto del V como bioestimulante (0, 25 y 50 uM V, a partir de NH4VO3s) y del
NaCl como agente causal de estrés salino (0, 50 y 100 mM) en la variable numero de flores. Las
plantulas tratadas se mantuvieron en vasos de unicel de 250 cm? con agrolita. A través de la solucién
nutritiva de Steiner al 50% se adicionaron los tratamientos salinos; del mismo modo, en intervalos
de 7 d, se aplicaron cuatro aspersiones foliares con V por la mafiana (06:00 h). A los 10, 20 y 30 dias
después de tratamientos (ddt) se contabilizaron el nUmero de flores. Sin embargo, solo se reportan
los datos obtenidos a los primeros 10 ddt. Con los datos obtenidos se realizé un andlisis de varianza
y una prueba de comparacién de medias por Tukey (a=0.05), con el software SAS. El resultado
obtenido con la aplicaciéon de la salinidad (50 y 100 mM NacCl) indica que el NaCl no afecta
significativamente el nimero de flores a los 10 ddt, en comparacién con el testigo. Por otro lado, la
aplicacion foliar con 50 puM V redujo significativamente en 37% el nimero de flores de las plantulas
tratadas, en comparacion con el testigo. En cuanto a la interaccion de los factores de estudio, no se
observaron efectos significativos en la variable evaluada. Se concluye que las dosis de V utilizadas
en este estudio tienen efecto negativo en el numero de flores de plantulas de tomate cv. Rio Grande
bajo salinidad.

INTRODUCCION

A nivel global, los efectos del cambio climéatico se ven reflejados en afectaciones en los cultivos
agricolas, a través de factores de estrés abiotico. La salinidad es un factor de estrés abidtico que
afecta alrededor de 780 millones de hectareas de suelo cultivable, esta superficie representa el 6%
del territorio agricola a nivel mundial y se estima una pérdida del 50% para el 2050 (Sanjuan et al.,
2015). En México, fendmenos como baja precipitacién pluvial y la evapotranspiracién, son factores
importantes para que la salinidad incremente afio con afio, principalmente en zonas costeras.

Para el cultivo del tomate, niveles de salinidad superiores a 2.5 dS m-! tienen efectos diferenciales
segun su etapa fenoldgica (Sanjuan et al., 2015; Ladewig et al., 2017). Esto es alarmante, debido a
que, en México, el sistema producto tomate es de los cultivos con mayor importancia en generacion
de valor agregado, desarrollo y aplicacién de tecnologia. Tiene un alto impacto econémico, ya que,
en los ultimos afios, la produccion ha incrementado 54.2%, lo mismo que sus exportaciones (77.8%),
logrando con ello, colocarse como el pais lider en exportaciones nivel mundial, desde el 2015
(SAGARPA, 2017). De igual manera, los estados con mayor produccion son Sinaloa, San Luis
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Potosi, Michoacan, Zacatecas y Jalisco, lo generado por estas entidades en conjunto, represento6 en
el 2022 el 51.8% de la produccién nacional de tomate (SADER, 2022).

Por otro lado, el vanadio (V) es un metal de transiciéon, que como tal, ocupa el quinto lugar en
abundancia en la corteza terrestre, puede encontrarse en el suelo en una concentracion promedio
de 110 mg kg, su estado de oxidacion mas biodisponible es como V*5, y existe evidencia que en
niveles muy por debajo de 2 mg V L puede promover el crecimiento y diferenciaciéon plantas
superiores (Akoumianaki et al., 2015; Chen et al., 2020). Como por ejemplo, en tomate (Solanum
lycopersicum L.) dosis con 250 ng V mL se incrementa la concentracién de clorofilas (Basiouny,
1984); en plantas de pantano llamadas “Campanilla” (Ipomea aquatica Forsk) la dosis de 0.05 mg V
L mejoré el crecimiento de estas (Chen et al., 2016); en garbanzo (Cicer arietinum L.) dosis desde
170 a 590 pM V mejoraron la acumulacion de biomasa fresca y la concentracion foliar de P (Imtiaz
et al., 2017), y en plantulas de pimiento (Capsicum annuum L.) con la dosificacién de 5 yM V se
observaron incrementos en la altura de planta, diametro de tallo, nimero de hojas, yemas florales y
volumen de raiz. Asi como, mayor acumulacién de biomasa fresca y seca (Garcia-Jiménez et al.,
2018).

Con base en lo anterior, se evalué el efecto de la aplicacion foliar de vanadio en el nUmero de flores
de plantas de tomate sometidas a salinidad.

PARTE EXPERIMENTAL

Condiciones experimentales

Este estudio se desarrollé en un invernadero tipo tdnel con ventana cenital y cobertura plastica.

Material vegetal

Se usaron plantulas de tomate, obtenidas de semilla cv. Rio Grande (germinadas en charolas de
unicel con 200 cavidades, usando turba como sustrato).

Instalacién del experimento

A los 31 dias después de la siembra, las plantas obtenidas se trasplantaron a vasos de unicel de 250
cm? conteniendo agrolita como sustrato.

Disefio de tratamientos y disefio experimental

En esta investigacion se evaluaron los efectos de dos factores de estudio: V como elemento benéfico
y NaCl como agente causal de estrés salino. Los niveles de V fueron 0, 25 y 50 uM; empleandose
como fuente metavanadato de amonio (NH,VO;). Las dosis de NaCl evaluadas fueron 0, 50 y 100
mM NacCl. Derivado de lo anterior, se condujo un experimento factorial 3 x 3, dando un total de nueve
tratamientos.
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Durante 27 dias después del trasplante (ddt), las plantulas se mantuvieron solamente en solucion
nutritiva (SN) de Steiner al 25%. Cumplidos 28 ddt la concentracién de la SN se cambié al 50% y se
inicio con la adicién de las distintas dosis de NaCl.

El V se asperjé de manera foliar a los 29 ddt. Posteriormente, se realizaron cuatro aspersiones hasta
el punto de goteo, por la mafiana (06:00 h), en intervalos de 7 d. Para rompera la tension superficial
de la solucién asperjada se us6 Tween 20® como surfactante a una concentracién de 0.5 g L.

Cada tratamiento tuvo tres repeticiones, obteniendo nueve tratamientos por factor de estudio. Se
tomé como unidad experimental una planta por vaso de unicel.

Variables evaluadas

Pasados 10, 20 y 30 ddt se registré el numero de flores. No obstante, solo se reportan los datos
obtenidos a los 10 ddt.

Analisis de datos

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de varianza y una prueba de comparacion de medias
por Tukey (a=0.05), con el software SAS (SAS, 2011).

RESULTADOS

El resultado obtenido con la aplicacion de los tratamientos con salinidad (50 y 100 mM NacCl) indica
que el NaCl no afecta significativamente el nimero de flores a los 10 ddt, en comparacién con el
testigo como se observa en el Cuadro 1.

En un estudio realizado con plantulas de tomate cv Amalia y Claudia, cultivadas en un suelo
clasificado como salino—sédico, con una CE de 4 dS m?, se reporté que a los 45 dias después del
trasplante, las plantas tuvieron un nimero promedio de flores de 21 y 15, respectivamente (Avila et
al., 2022), lo que indica que la salinidad puede no tener efectos negativos en la floracion, aun entre
variedades distintas y con mayor tiempo de exposicion a la salinidad.

Cuadro 1. Efecto principal de NaCl (agente causal de estrés osmotico) en el numero de flores en
plantulas de tomate cv. Rio Grande.

NaCl (mM) NF

0 3.9+1.9 a
50 3.5+1.7 a
100 3.9+2.3 a

Medias + DE con letras distintas, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).
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Mientras que, con las aplicaciones foliares, la dosis con 50 uM V redujo significativamente en 37%
el nimero de flores de las plantulas tratadas, en comparacién con el testigo (Cuadro 2). Este
resultado se contrapone a lo reportado en plantulas de tomate cv. DRD8561, tratadas con 5, 10 y 15
MM V a partir de NH4VOs, donde dichos tratamientos estimularon la floracion (Garcia-Jiménez et al.,
2021).

Cuadro 2. Efecto principal del V como bioestimulante en el nimero de flores en plantulas de tomate
cv. Rio Grande.

V (UM) NF

0 44+18 a
25 3.6+1.6 a
50 2.8+2.1 b

Medias + DE con letras distintas, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

En cuanto a la interaccion de los factores de estudio, no se observaron efectos significativos en la
variable evaluada, como se puede observar en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Efectos interactivos del NaCl y V en el numero de flores en plantulas de tomate cv. Rio
Grande.

NaCl (mM) x V (uUM) NF

0-0 3.7£2.2 a
0-25 3.8+2.1 a
0-50 2.7£15 a
50-0 4.7+1.4 a
50-25 3.8+1.1 a
50-50 2.0+14 a
100-0 48+1.8 a
100-25 3.7£1.8 a
100-50 3.7£3.2 a

Medias + DE con letras distintas, indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).
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CONCLUSIONES

Se concluye que las dosis de NaCl empleadas no tienen efectos negativos en la floracién después
de 10 dias de tratamiento. Ademas, es posible afirmar que las dosis de V utilizadas en este estudio
no tienen un efecto benéfico en el nimero de flores de plantulas de tomate cv. Rio Grande; por el
contrario, en condiciones de salinidad ocasiona un decremento en esta variable.
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RESUMEN

El estrés oxidativo inducido por la acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el
organismo se relaciona con el desarrollo de patologias crénicas, como la inflamacién, enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, diabetes y cancer. Por lo cual, muchas investigaciones se
centran en explorar los efectos a nivel celular de los compuestos e ingredientes naturales con
actividad antioxidante, puesto que pueden propiciar proteccién a condiciones de estrés oxidativo. Al
respecto, el amaranto es un pseudocereal rico en proteinas con diversos efectos benéficos para la
salud humana como propiedades antioxidantes y es durante la digestion gastrointestinal de estas
proteinas se liberan péptidos bioactivos con potencial efecto antioxidante. Por lo que, en este estudio
se evaluo el efecto de la digestion in vitro sobre la actividad antioxidante de proteinas de amaranto
Amaranthus cruentus en células intestinales y hepaticas, y el concentrado de proteinas de amaranto
(CPA) se someti6 a digestion gastrointestinal in vitro siguiendo el protocolo armonizado de Infogest.
Ademas, al CPA, los digeridos géastricos y gastrointestinales se les evalu6 la actividad antioxidante
mediante los métodos 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y la capacidad de absorcién de radicales
de oxigeno (ORAC). Asimismo, al CPA y sus fracciones peptidicas con peso molecular < 5 kDa y >
5 kDa se evalu6 la actividad antioxidante celular (AAC) empleando las lineas celulares de
hepatocarcinoma humano (HepG2) y adenocarcinoma colorrectal humano (Caco-2), para evaluar el
efecto contra el estrés oxidativo inducido por diclorhidrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH).
Los digeridos gastrointestinales del CPA, mostraron un mayor efecto antioxidante por el método
DPPH (1.97 + 0.07 umol ET mg-t). Asimismo, la capacidad antioxidante contra radicales peroxilo del
CPA vy sus digeridos varié entre 1.57 y 1.78 umol ET mg?, y el CPA y las fracciones pépticas de los
digeridos no mostraron efecto citotoxico en las lineas celulares a concentraciones de 0.125 - 1 mg
mL-1. Las fracciones < 5 kDa de los digeridos gastricos de las proteinas de amaranto exhibieron un
mayor efecto antioxidante en las células intestinales (Caco-2) y las fracciones intestinales < 5 kDa
en las células hepaticas (HepG2), y a concentraciones de 0.250 mg proteina mL-! inhibieron el estrés
oxidativo con valores de AAC de 133.94% y 165.36% respectivamente. Por lo que, podemos concluir
gue la digestién gastrointestinal in vitro de proteinas de amaranto favorece la liberacion de péptidos
bioactivos capaces de proteger a las células Caco-2 y HepG2 del dafio oxidativo mediante la
eliminacion de ROS.
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INTRODUCCION

El estrés oxidativo puede altera diversas funciones fisiolégicas del organismo y se ha asociado con
el inicio y la progresion de varias patologias digestivas, como las enfermedades inflamatorias y las
disfunciones hepaticas (Alzoghaibi, 2013; Sanchez-Valle et al.,, 2013). Ademas, el tracto
gastrointestinal estd constantemente expuesto a altas concentraciones de especies reactivas de
oxigeno, tanto por compuestos prooxidantes en la dieta como por especies reactivas generadas de
forma endodgena en el metabolismo del del propio organismo (Zhu y Li, 2012). En particular, el higado
es especialmente susceptible a agentes téxicos y oxidativos debido a su conexion directa con los
organos gastrointestinales y el bazo a través de la circulacion portal hepatica (Hsieh et al., 2017).
Por lo que, una dieta saludable puede reducir el riesgo de padecer diversas enfermedades, puesto
que algunos alimentos contienen compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes (Paredes-
Lopez et al., 2010).

Al respecto, las proteinas alimentarias se consideran excelentes antioxidantes, debido a que tienen
la capacidad de inhibir la oxidacion de otros componentes y neutralizar las especies reactivas de
oxigeno (Soriano-Santos et al., 2015). Ademas, durante la digestién de las proteinas se liberan
péptidos bioactivos que pueden tener efectos benéficos para la salud, como propiedades
antioxidantes. Por lo que, a nivel celular, estos péptidos pueden eliminar directamente las especies
reactivas de oxigeno mediante la donacién de hidrégeno o electrones, o inhibir la formacion de dichas
especies mediante la quelacion de metales y estimular los sistemas de defensa antioxidantes
celulares (Wen et al.,, 2020). La capacidad antioxidante de los péptidos depende de sus
caracteristicas estructurales como longitud de la cadena, composicién y secuencia de aminoacidos
e hidrofobicidad (Indiano-Romacho et al., 2019) y son los aminoacidos aromaticos, hidrofébicos,
azufrados, acidos y bésicos los que contribuyen a estas actividades antioxidantes. Sin embargo, para
que los péptidos bioactivos ejerzan su efecto, deben ser liberados de su matriz alimentaria a través
del procesamiento de los alimentos, hidrolisis enzimatica o la digestion gastrointestinal (Ayala-Nifio
et al., 2019).

En este contexto, el amaranto es un pseudocereal que destaca por su alto contenido de proteinas,
y perfil de aminoacidos equilibrado (Martinez-Villaluenga et al., 2020). Sus proteinas se integran por
albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas, que representan alrededor del 65, 17, 11y 7%
respectivamente, del total de proteinas. Ademas, contienen altas cantidades de aminoacidos
esenciales como lisina, metionina, isoleucina y triptéfano, convirtiéndola en una buena alternativa a
las proteinas de origen animal (Rastogi y Sukla, 2013; Moscoso-Mujica et al., 2017).

En investigaciones previas se ha registrado que durante la digestion de las proteinas de amaranto
se liberan péptidos bioactivos con una notable actividad antioxidante (Vilcacundo et al., 2019). Los
cuales, han demostrado capacidad para inhibir diversas especies reactivas de oxigeno, como
radicales peroxilo e hidroxilo, asi como peroxinitritos (Garcia y Tironi, 2017) y a nivel celular puede
ocurrir por la donacién de hidrégenos o electrones, o inhibiendo la formaciéon de ROS (Garcia y Tironi,
2021). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la digestion in vitro sobre la
actividad antioxidante de proteinas de amaranto (Amaranthus cruentus) en células intestinales y
hepaticas. La evaluacion de la actividad antioxidante a nivel celular también puede proporcionar
informacion relevante para la seleccion de ingredientes alimentarios con capacidad antioxidante y
esto podria contribuir al desarrollo de estrategias para promover la salud intestinal y prevenir
enfermedades asociadas al estrés oxidativo.
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TEORIA

El desequilibrio en el balance redox de la célula, causado por la produccion excesiva de radicales
libres y/o la disminucién de los sistemas de defensa antioxidante, conduce al estrés oxidativo, que
esta relacionado con diversas enfermedades (Asmat et al., 2016). Es asi como, en los Ultimos afios,
se ha incrementado el interés por investigar alimentos de origen vegetal con propiedades
antioxidantes para prevenir el estrés oxidativo y sus consecuencias. Los péptidos bioactivos
derivados de proteinas vegetales son una alternativa en la prevencién de enfermedades crénicas
asociadas al estrés oxidativo. Estos péptidos, generalmente tienen secuencias cortas con una
longitud de 2 a 20 aminoéacidos con capacidad para reducir los procesos de oxidacién y la produccion
de ROS, involucradas en el dafio de estructuras bioldgicas (Dullius et al., 2020). Es importante
destacar que su actividad antioxidante se asocia con su estructura y composicion que se caracterizan
por la presencia de residuos aromaticos e hidrofébicos como H, W, F, P, G, K, | y V (Yang et al,,
2018; Sun et al., 2019), condicion que permite que el péptido interactie con las membranas de la
bicapa lipidica y alcance los érganos diana (Zou et al., 2016; Jiang et al., 2018; Dullius et al., 2020).

Al respecto, el amaranto centra el interés de este estudio debido a sus propiedades nutrimentales y
por ser un pseudocereal ampliamente cultivado y consumido en México (Venskutonis y Kraujalis,
2013), que se destaca por su alto contenido de proteinas (14-18 %) y por la presencia de
aminoécidos esenciales como lisina que suele ser limitado en la mayoria de los cereales (Rastogi y
Sukla, 2013). Ademas, el amaranto es libre de gluten y su proteina es segura para consumidores
con enfermedad celiaca (Martinez-Villaluenga et al., 2020). Es asi como las propiedades
nutricionales y funcionales del amaranto lo sitia como una fuente de proteina sostenible de alta
calidad, comparable a la carne, la leche y la soja (Zhang et al., 2023). Ademas, la hidrélisis de la
proteina de amaranto puede liberar péptidos bioactivos con propiedades benéficas para la salud
como actividad antioxidante, antihipertensiva, anticancerigena, antidiabética entre otras (Quiroga et
al., 2015).

Estudios previos han evaluado la actividad antioxidante de las proteinas de amaranto utilizando
diferentes métodos. Por ejemplo, Pazinatto et al. (2013) encontraron que los concentrados de
proteinas de A. cruentus mostraron una mayor actividad antioxidante por DPPH después de la
digestion in vitro, con un aumento de 2.27 a 12.17 umol ET g en extractos acuosos y de 2.72 a
19.70 umol ET g en extractos metandlicos. Por otro lado, Vilcacundo et al., 2019, informaron una
mayor actividad antioxidante por DPPH y ORAC en proteinas de A. caudatus después de la digestion
in vitro utilizando pepsina y pancreatina. En hidrolizados de proteinas de A. hypochondriacus se
registré una mayor actividad antioxidante después del uso combinado de alcalasa y flavourzyme
medida por DPPH y FRAP, y una mayor actividad antioxidante medida por ABTS en proteinas
hidrolizadas con flavourzyme, lo cual se asocio a la liberacion de péptidos de menor tamafio durante
la hidrélisis enzimatica, los cuales presentaron un peso molecular de 500-1400 Da y contenian entre
4-13 residuos de aminoacidos (Ayala-nifio et al., 2019). Estos resultados resaltan el potencial
antioxidante de las proteinas de amaranto. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios que
permitan ampliar el conocimiento sobre estas proteinas y analizar sus propiedades antioxidantes
desde una perspectiva biolégica, considerando su mecanismo de accion a nivel celular.

PARTE EXPERIMENTAL
Obtencion del concentrado proteico de amaranto

El concentrado proteico de amaranto (CPA) se obtuvo siguiendo la metodologia de Chirinos et al.
(2020) con algunas modificaciones. Brevemente la harina desgrasada de amaranto A. cruentus se
suspendié en agua (1:10 p/v) y se mantuvo en agitacion durante 30 min a 50 °C y un pH ajustado a
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10.0 con NaOH 1M. Posteriormente se centrifugd a 10 000 g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante se
ajusto a pH 4.8 con HCI 1M y se centrifugd a 10 000 g durante 10 min a 4 °C. El precipitado se lavé
dos veces, se disolvié en agua, se neutralizé con NaOH 1M, se liofiliz6 y se mantuvo a -80 °C hasta
su posterior andlisis. El contenido de proteina del CPA se determin6 por el método Kjeldahl.

Digestion gastrointestinal in vitro de concentrado de proteinas de amaranto

El CPA, fue digerido aplicando el protocolo harmonizado de digestion estatica INFOGEST (Brodkord
et al., 2019) que consta de la fase oral, gastrica e intestinal. Brevemente, en la fase oral, el CPA se
mezclo (1:1 p/v) con fluido salival simulado (pH 7), amilasa salival (75 U mL"1) y fue incubado con
agitacion (150 rpm) a 37 °C y pH 7 durante dos minutos. Para la fase gastrica, el bolo oral se diluyd
(2:1; viv) con fluido gastrico simulado (pH 3), se ajusté el pH a 3 con HCI 5 M y se agregé pepsina
de mucosa gastrica porcina (2000 U mL1) y se incubé a 37 °C y pH 3 con agitaciéon durante dos
horas. En la fase intestinal, se mezcl6 la fase gastrica (1:1; v/v) con fluido intestinal simulado (pH 7),
bilis [10 mM], pancreatina (100 U mL-1) y se incub6 a 37 °C y pH 7 durante dos horas.

Para detener la actividad de las enzimas digestivas se afadio el inhibidor de proteasas Pefabloc®
SC (5 mM). Las enzimas y reactivos usados durante la digestién gastrointestinal se adquirieron de
Merck, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). De forma paralela se usé un blanco de digestion que
contenia una mezcla de las enzimas utilizadas en la misma concentracion sin CPA. Finalmente, los
digeridos gastricos e intestinales fueron ultrafiltrados empleando una membrana hidrofilica de 5000
kDa (Agilent Technologies, Inc., Waldbronn, Alemania). Las fracciones <5 kDa y > 5 kDa fueron
liofilizadas y almacenadas a -80 °C hasta su uso. Finalmente, el contenido proteico de los digeridos
y las fracciones fue determinado por el método de acido bicinconinico (BCA) (Pierce, Rockford, IL,
USA), empleando albdmina de suero bovino como estandar.

Determinacién de actividad antioxidante

Inhibicion del radical DPPH

Se empled el método descrito por Brand-Williams et al., (1995) y para ello, el radical DPPH [100 pM]
se diluyé en metanol al 80%. 20 uL de la muestra y 180 uL del radical fueron afiadidos e incubados
durante 30 minutos. La absorbancia se midié a 514 nm utilizando un lector de microplaca (Multiskan
FC modelo IVD, Finlandia). Se empleo una curva de calibracion de Trolox (10-100 uM) como
referencia y los resultados se expresaron como umol ET mg* bs.

Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC)

El ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno se realizé aplicando el protocolo
descrito por Hernandez-Ledesma et al. (2005) con ligeras modificaciones. De esta forma, la reaccion
se realizo en un buffer de fosfatos [70 nm], 2,2'-azobis (2-metilpropionamida)-dihidrocloruro (AAPH,
14 mM) y Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroman-2-carboxilico) [0.2- 1.0 mM] o muestra en
distintas concentraciones. La fluorescencia se registr6 durante 120 minutos en un lector de
microplacas (BioTek® Synergy HT KC4, Winooski, Vermont, USA) con filtros de 485 nm y de emision
de 520 nm, y los resultados se expresaron como pumol ET mg? bs.

Actividad antioxidante celular
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La actividad antioxidante celular (AAC), se determiné aplicando la metodologia descrita por
Gutiérrez-Grijalva et al. (2019). Donde se utilizaron células de adenocarcinoma colorrectal humano
(Caco-2) y células de hepatocarcinoma humano (HepG2), que se cultivaron por separado en una
placa de 96 pozos hasta alcanzar una densidad de 5x10“ células/pozo. Las células se suspendieron
en medio DMEM con 5% de suero fetal bovino y se incubador a 37 °C con 5% de CO2. Después de
24 horas, las células se lavaron con PBS y se incubaron con 100 pL de muestra 'y 60 uM de diacetato
de diclorofluoresceina (DCFH-DA) durante 20 minutos. Se utilizé una solucion de DMEM + DCFH-
DA como control positivo y una solucion de DMEM como blanco. Después, se lavaron las células y
se agregaron 100 pL de 2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) [500 uM] para
inducir estrés oxidativo. Finalmente, se midié la fluorescencia emitida a 538 nm con excitacion a 485
nm cada 2 minutos durante 120 minutos a 37 °C. La AAC se calculé como porcentaje utilizando la
ecuacion 1:

/ sa (1)

AAC (%) = <1 - —) x 100

fca

Donde [SA es el area integrada bajo la curva de fluorescencia de la muestra en relacion al tiempo
yICA es el area integrada de la curva control.

Analisis estadistico

Las variables de respuesta se analizaron con ANOVA unifactorial. Ademas, los gréficos muestran
valores promedio + error estandar y las letras diferentes sobre las barras indican los poshoc para
alfa de 0.05 en las comparaciones multiples de Tukey. Todos los datos fueron analizados utilizando
Statistica 7 (StafSoft, Inc., 2002-2007).

RESULTADOS

Actividad antioxidante por DPPH

La mayor actividad antioxidante por DPPH, se registré en los digeridos intestinales (1.97 = 0.07 pumol
ET mg1), mientras que la menor actividad antioxidante se obtuvo en el concentrado de proteinas sin
digestion (Figura 1). Estos resultados coinciden con estudios previos que han demostrado un
aumento en la actividad antioxidante de las proteinas de A. cruentus después de la digestién in vitro
(Pazinatto et al.,2013). De forma similar, en proteinas de A. hypochondriacus la mayor actividad
antioxidante se present6 en un hidrolizado donde utilizaron la combinacion de alcalasa y flavourzyme
Dicho efecto se vinculé al tamafio y composicion de los péptidos, ya que secuencias con menos de
20 aminoécidos han presentado una alta actividad antioxidante (Zou et al., 2016).
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Figura 1. Efecto de la digestion gastrointestinal simulada en las proteinas de amaranto y su actividad
antioxidante por DPPH, expresado en Equivalentes de Trolox (ET) y comparando entre el
concentrado proteico Sin Digestion (SD), Digestion Gastrica (DG) y Digestion Intestinal (DI). Se
muestran los valores promedio (+ error estandar) obtenidos con ANOVA unifactorial y las letras sobre
las barras indican los poshoc por el método de Tukey para alfa de 0.05.

Actividad antioxidante por ORAC

El concentrado de proteina de amaranto y sus digeridos mostraron capacidad antioxidante contra
los radicales peroxilo (Figura 2). La capacidad antioxidante de las proteinas de amaranto vari6 entre
1.57 y 1.78 ymol ET mg-'. La mayor actividad antioxidante se produjo en el concentrado proteico, la
cual se mantuvo constante a lo largo de la digestién gastrointestinal in vitro. Estudios previos en
proteinas de A. cruentus indican que la digestion in vitro mejora la capacidad antioxidante, con
valores que aumentaron de 0.082 a 0.129 ymol ET mg™' (Pazinatto et al., 2013), aunque estos valores
son inferiores a los encontrados en nuestro estudio. Asimismo, en proteinas de A. caudatus la mayor
capacidad antioxidante se presentd después de la digestion intestinal simulada durante 60 minutos,
seguida de la digestion intestinal durante 120 minutos (Vilcacundo et al., 2019). La capacidad
antioxidante de los digeridos esta relacionada con las caracteristicas estructurales, tamafo vy la
composicién de aminoacidos de los péptidos liberados después de la digestién in vitro. Ademas, es
importante considerar que la variacion en la actividad antioxidante puede deberse a multiples
factores como las diferentes especies de amaranto, las condiciones de cultivo, el método de
extraccion de las proteinas, las condiciones bajo las cuales se obtuvieron los hidrolizados o la
digestion gastrointestinal in vitro entre otros (Pefia-Ramos y Xiong, 2004).
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Figura 2. Efecto de la digestion gastrointestinal simulada en las proteinas de amaranto y su actividad
antioxidante por ORAC, expresado en Equivalentes de Trolox (ET) y comparando entre el
concentrado proteico Sin Digestion (SD), Digestion Gastrica (DG) y Digestion Intestinal (DI). Se
muestran los valores promedio (z error estandar) obtenidos con ANOVA unifactorial y las letras sobre
las barras indican los poshoc por el método de Tukey para alfa de 0.05.

Actividad antioxidante celular

Se utilizaron las lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano (Caco-2) y células de
hepatocarcinoma humano (HepG2) para evaluar la citotoxicidad de proteinas y digeridos de
amaranto en diferentes concentraciones (0.125-1 mg mL1). En donde se obtuvieron valores mayores
al 80 % de viabilidad celular, lo que indica que las muestras a estas dosis no son téxicas para las
células. Por lo que, se evalud la actividad antioxidante celular en las células intestinales y hepaticas
con una concentracion de 0.250 mg proteina mL1.

La digestion in vitro de las proteinas de amaranto aumenté la actividad antioxidante en las células
Caco-2, siendo las fracciones gastricas > 5 kDa las que mostraron la mayor actividad antioxidante
(133.94% + 4.84). Mientras que el concentrado proteico sin digestién presenté la menor actividad
antioxidante (54.70% + 4.84) (Figura 3A). Resultados similares se observaron en péptidos y
fracciones obtenidas después de la digestion in vitro de proteinas de A. mantegazzianus, donde se
redujo el estrés oxidativo intracelular causado por las ROS. Posiblemente debido al uso de
compuestos de bajo peso molecular que actian como donadores de electrones o que favorecen la
actividad de enzimas antioxidantes enddgenas (Garcia y Tironi, 2021).

En las células hepaticas se encontré que las fracciones intestinales < 5 kDa (165.36 + 5.42 %) y en
las fracciones gastricas < 5 kDa, presentaron el mayor porcentaje de actividad antioxidante, mientras
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que el CPA registré la menor actividad antioxidante (Figura 3B). Estudios previos han demostrado
que las proteinas de avena tras la hidrélisis enzimatica con alcalasa producen péptidos con actividad
antioxidante y efecto citoprotector en células HepG2, posiblemente debido a la capacidad de reducir
hidroperoxidos o de convertir el oxigeno oxidado en peréxido de hidrégeno, el cual, es menos
reactivo y puede ser reducido a agua por enzimas endégenas (Du et al., 2016). Resultados similares
se observaron en un estudio realizado por Liu et al. (2018), quienes registraron que los péptidos con
bajo peso molecular obtenidos de aislados de proteinas de Dendrobium aphyllum fueron capaces de
cruzar la membrana celular y reducir los niveles de ROS intracelular al inducir el sistema intracelular
de enzimas antioxidantes. Ademas, de que a nivel hepatico estos péptidos pueden regular y/o
restaurar la actividad de las enzimas antioxidantes endégenas, las cuales afectan el estrés oxidativo
al aumentar la sintesis de glutation y reducir la produccién intracelular de especies reactivas de
oxigeno (Liu et al., 2018). Dicho efecto se asocié principalmente a la composicion y las secuencias
de aminoacidos especificos, asi como a la presencia de los aminoacidos aromaticos Tyr y Trp
ubicados al final de la secuencia peptidica.
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Figura 3. Efecto de los digeridos gastricos e intestinales de proteinas de amaranto con peso
molecular > 5 kDa y < 5 kDa sobre la actividad antioxidante (%) en células de cancer de colon (Caco-
2) y células de hepatocarcinoma humano (HepG2). Comparativa entre concentrado proteico Sin
Digestion (SD), fracciones digestion gastrica > 5 kDa (DG > 5 kDa), fracciones digestién gastrica <
5 kDa (DG < 5 kDa), fracciones digestion intestinal > 5 kDa (DI > 5 kDa) y fracciones digestion
intestinal < 5 kDa (DI > 5 kDa). Se muestran los valores promedio (+ error estandar) obtenidos con
ANOVA unifactorial y las letras sobre las barras indican los poshoc para alfa de 0.05 entre los
digeridos a la misma concentracion de proteina (0.250 mg/mL-1).
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CONCLUSIONES

La digestién gastrointestinal in vitro de proteinas de amaranto favorece la liberacién de péptidos
bioactivos capaces de proteger a las células Caco-2 y HepG2 del dafio oxidativo mediante la
eliminacién de ROS. Ademas, hay efecto citoprotector al reducir los niveles de especies reactivas de
oxigeno intracelular y al aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes endégenas. Por lo tanto,
los péptidos bioactivos de amaranto podrian contribuir a la prevencién y el manejo del estrés
oxidativo en estas células. No obstante, se requieren mas estudios para comprender mejor los
mecanismos subyacentes y explorar su eficacia en sistemas biol6gicos mas complejos.
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RESUMEN

La fuente mas econémica de alimentacién para los rumiantes se deriva de las praderas, en donde
se busca seleccionar forrajes de alta calidad y un alto valor nutricional. En Durango ha resurgido el
interés por la evaluacién de las especies de pasto, con alta productividad y alta calidad forrajera. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad de una variedad de Ballico Anual (Lolium multiflorum)
y el efecto que tienen sobre ella, la utilizacion de distintos fertilizantes organicos. Se sembré la
variedad Oregon de ballico anual en el Rancho La Purisima en el poblado Gabino Santillan, Dgo. La
siembra se realizé al boleo en cinco franjas de 10 x 200 m (2000 m2). Se evaluaron cinco tratamientos
de fertilizacion, T1 (Testigo), T2 (Quimico), T3 (Té de estiércol), T4 (Magro) y T5 (NB Soil). Se
realizaron cortes a los 92, 150 y 217 dias después de la siembra (DDS) y en cada uno se evalud la
calidad relativa del forraje (CRF, %), valor relativo del forraje (VRF, %) y la digestibilidad in vitro de
la materia seca (DIVMS %). Se realiz6 un disefio en bloques al azar con arreglo factorial con cinco
repeticiones, la comparacion de medias se realizé con la prueba de Tukey (p<0.05). No se
encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos, mientras que entre cortes si hubo diferencias
estadisticas para las variables evaluadas, el porcentaje de DIVMS fue alta alos 92 y 150 DDS (66.47
y 63.19 % respectivamente) y baja alos 217 DDS (51.70 %). A los 92 DDS el VRF fue mayor (142.35),
esta variable disminuyo en a los 150 y 217 DDS (104.2 y 106.95 % respectivamente). La CRF
presentd el mismo comportamiento siendo mayor a los 92 DDS (139.60 %) y menor a los 150 y 217
DDS (105.92 y 107.8 % respectivamente). Por lo anterior los tratamientos organicos empleados en
esta investigacién pueden ser una alternativa econémica y sustentable para su uso en la produccion
de alimento para ganado bovino, debido a que estas variables de calidad no se afectan
negativamente con la aplicacion de estos fertilizantes organicos comparados con el fertilizante
guimico.

INTRODUCCION

En la alimentacién del ganado bovino se debe tratar de cumplir con un propésito doble: cubrir los
requerimientos de los animales al menor costo posible. Los forrajes bien manejados son un alimento
completo para las vacas y permiten una buena produccion de leche y carne (Moreno & Molina, 2007).
En Durango, México, especies y variedades de pastos con productividad y calidad de forraje mayores
a los pastos en uso actual son necesarias para satisfacer la demanda por forraje sefialada en el
inventario ganadero estatal, especialmente en la época seca del afio (invierno a inicio del verano)
(Nava et al., 2018). La problematica que se presenta es que para tener un alto rendimiento, se
requiere el uso excesivo de fertilizantes quimicos, debido a que la produccién agricola en los
sistemas convencionales utiliza primordialmente fertilizantes quimicos para proporcionar a las
plantas los nutrimentos necesarios. Sin embargo, tal practica tiene efectos colaterales negativos de
contaminacion y degradacion del suelo, los cuales se hacen mas graves con la excesiva
mecanizacion de la agricultura. Derivado de ello, en la actualidad es necesario encontrar alternativas
mas sustentables para fertilizar los cultivos (Garcia et al., 2010) como es el caso de los fertilizantes
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organicos. Existen diferentes tipos como el fertilizante magro y Té de estiércol, el primero se obtiene
por medio de una fermentacién aerobia 0 anaerobia, usando estiércol bovino, agua, leche (puede
sustituirse con suero de leche), minerales provenientes de materiales calcareos (o ceniza) y melaza
(Manriquez, 2015); y el segundo es una preparacion donde se convierte el estiércol sélido en un
abono liquido extrayendo los nutrientes en el agua para hacerlos disponibles para las plantas (Quino,
2006). Asi mismo es importante buscar alternativas forrajeras en la época seca del afio, en el que la
produccion se detiene y el animal pierde peso. En Durango, las variedades de pasto ballico anual
son opciones para producir forraje de calidad durante la época seca del afio (Nava et al., 2018), una
variable poco comun y estudiada es la variedad Oregén, la cual se evalué en este estudio para
conocer su valor nutrimental y adaptabilidad dentro del estado. El uso de fertilizantes organicos en
pastos ha mostrado efectos benéficos en la produccién de forraje (Muinga et al., 2007). Por lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la fertilizaciéon en la calidad de Ballico
Anual var. Oreg6n, para conocer sus cualidades nutrimentales, en comparacion a los pastos
utilizados actualmente y mediante dicho estudio, aplicar distintos tipos de fertilizantes que nos
permita cubrir con la demanda existente del forraje, especialmente en la época seca del afio de
manera ecolégica y sustentable, si es que estas tienen un impacto similar o mejor a los fertilizantes
quimicos.

TEORIA

Pastizales en Durango, México.

El estado de Durango cuenta con una superficie de 12, 320, 000 has, de las cuales el 53%, posee
un uso de suelo de agostadero, es decir, 6, 656, 089 de has. Mientras que para la zona de los Valles
y principalmente los municipios de Durango, Canatlan, Panuco de Coronado, Guadalupe Victoria,
Nombre de Dios, Vicente Guerrero, Poanas y Suchil cuentan con una superficie de 802,924 has de
pastizales dedicados a la ganaderia extensiva, representando un 16.8% de la superficie del estado
(INEGI, 2017). Los recursos naturales se han manejado de acuerdo a intereses particulares, sin darle
importancia a la conservacién y/o al mejoramiento de los mismos. En el estado se ha retomado la
evaluacion de las especies de pasto, con productividad forrajera (>27 t ha'! de forraje verde por corte;
INFOSIAP, 2022) y calidad forrajera altas (proteina cruda >12%, Fibra detergente neutro (FDN=55%
y digestibilidad >50%) (Ball, et al., 2001). En el caso de ballico anual (Lolium multiflorum), ballico
perenne (Lolium perenne) y bromo (Bromus willdenowii) de la variedad Matua principalmente
(Jiménez et al., 2014). Algunas variedades de ballico anual (Lolium multiflorum), la mezcla comercial
Green Perenne (Lolium perenne) y la variedad Matua del pasto Bromo (B. Willdenowii) son opciones
para producir forraje de alta calidad en la época seca del afio en Durango. La mezcla Green Perenne
y el pasto bromo variedad Matua son una alternativa para poder obtener forraje verde, con
productividad baja en los primeros cortes y alta en los Ultimos en contraste con la proteina, en los
primeros cortes obtuvo valores altos de proteina la cual fue disminuyendo en los cortes subsecuentes
(33 % y 17 % respectivamente) (Nava et al., 2018).

Importancia de los forrajes.

Las especies forrajeras para su explotacién, deben ser consideradas como un cultivo mas y deben
ser manejadas como tales, ya que al igual que todas las plantas, su crecimiento y desarrollo estan
determinados por su genética y por las condiciones externas a las cuales estan sometidos. Por ello,
para una produccion eficiente de los pastizales, éstos deben manejarse tomando en cuenta el
sistema suelo-planta-clima donde se esta desarrollando esa planta, sistema en el cual la planta no
crece en forma aislada si no que depende de la interrelacién de todos los factores que intervienen
en dicho sistema. La mayor fuente de alimentacién de los rumiantes es la pastura y los forrajes, los
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cuales son plantas verdes que ecolégicamente son un productor primario (por ejemplo, la captura de
luz solar y carbono para producir biomasa. Los forrajes representan la clase predominante de
alimentacion animal, varian significativamente con respecto a los parametros de calidad, tales como
la digestibilidad de la materia seca, proteina cruda y palatabilidad (Del Curto et al., 1990).

Composicién quimica del forraje.

Para considerar la inclusién de forrajes en dietas de rumiantes, es necesario conocer el valor
nutricional y la calidad de los forrajes, el valor nutricional puede expresarse en términos de su
composicién quimica (concentracion de nutrientes); y la calidad estard determinada por la
digestibilidad, la naturaleza de los productos y la cinética de digestibn que se espera que sea
expresada en consumo efectivo por los animales (Naranjo et al., 2005).

La composicion quimica de los alimentos y forrajes se ve influenciada por factores tales como el tipo
de cultivo, variedades, fertilizantes, etapa de cosecha, el medio ambiente. También afecta la calidad
nutritiva, los altos contenidos de pared celular y el bajo contenido de carbohidratos solubles
(Barahona y Sanchez, 2005; Leng, 1990; Norton y Poppi, 1995) y afecta la eficiencia con que los
animales extraen sus nutrientes durante la digestiéon (Sanon et al., 2008). El valor nutritivo de los
alimentos esta determinado por la biodisponibilidad de nutrientes y la dindmica de los procesos de
solubilizacién e hidrolisis en el tracto gastrointestinal (Bruni y Chilibroste, 2001).

Asimismo, la calidad del forraje debe incluir la valoracién acumulada del contenido de proteina,
digestibilidad y consumo voluntario de materia seca por parte del animal. Ante esto, se tiene como
recomendacion evaluar el valor relativo del forraje (VRF) y la calidad relativa del forraje (CRF), los
cuales son indices utilizados en el prondstico y clasificacion de la calidad nutricional de los forrajes
mediante el analisis combinado del consumo animal esperado y la digestibilidad de la materia seca
(Moore & Undersander, 2002). Con base en los niveles obtenidos para estas variables, se considera
que valores iguales y mayores a 100 denotan buena calidad nutritiva de los forrajes (Undersander,
2003).

Fertilizacion de los cultivos.

La aplicacion de fertilizantes puede proveer los nutrientes necesarios para las plantas con el fin de
obtener altos rendimientos. Su uso puede aumentar la productividad, teniendo en cuenta que la
frecuencia, la dosis y la época de aplicacion deben ser adecuadas para evitar sobrecostos, dafios a
la planta y problemas ambientales (FAO, 2002). La fertilizacién convencional demanda una gran
inversion econdmica y puede ocasionar efectos ambientales negativos en los sistemas productivos.
Es por ello necesario el uso de fertilizantes organicos como una alternativa para suplir los
requerimientos nutricionales de los cultivos, igualar la produccion de forraje que se obtiene con los
fertilizantes inorganicos y propiciar caracteristicas agronémicas de buena calidad (Tamayo et al.,
2007). Existen diferentes fertilizantes orgénicos utilizados en el Estado como es el caso del
fertilizante magro, el cual es biofermento enriquecido, que se obtiene por medio de una fermentacion
aerobia o anaerobia, usando estiércol bovino, agua, leche (puede sustituirse con suero de leche),
minerales provenientes de materiales calcareos (o0 ceniza) y melaza (Manriquez, 2015). El Té de
estiércol es una preparacion donde se convierte el estiércol sélido en un abono liquido extrayendo
los nutrientes en el agua para hacerlos disponibles para las plantas (Quino, 2006).
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PARTE EXPERIMENTAL

Area de estudio.

El presente trabajo se llevé a cabo en el Rancho La Purisima en el poblado Gabino Santillan, Dgo.
ubicado en el km 9.5 carretera Durango-Mezquital y en el laboratorio de Agroquimica del Tecnolégico
Nacional de México campus Valle del Guadiana, ubicado en el Km 22.5 carretera Federal 45
Durango-México.

Produccion de fertilizantes orgénicos.

Para la produccion del biofertilizante stper magro, se siguio la metodologia descrita por SADER-
INIFAP (2021a), adicionando indculos de Azospirillum spp. y Trichoderma spp. con una
concentracién minima de 1x106 UFC.mL? y 1x108 UFC.mL! respectivamente, ambos nativos del
Valle del Guadiana, aislados y reproducidos en el laboratorio de biotecnologia vegetal del referido
Instituto. El Té de estiércol se prepard con estiércol de bovino, bajo la metodologia de SADER-
INIFAP (2021b); la mezcla obtenida se inoculé con Azotobacter spp. (1x105 UFC.mL-1), Azospirillum
brasilenses (1x105 UFC.mL1) y Pseudomonas fluorescens (1x105 UFC.mL™).

Siembra del cultivo.

Para la siembra se utilizé la variedad Oregon de la familia del Ballico Anual (Lolium multiflorum). Esta
se realizo al boleo con una sembradora de cono en 5 franjas de 10 x 200 m (2000 m?2), en donde la
semilla fue aventada al suelo y posteriormente se dio un paso de rastra para cubrirla y al finalizar se
aplicé un riego para favorecer la germinacioén de la semilla.

Tratamientos y disefio experimental.

Los tratamientos de aplicacion de fertilizantes se muestran en el Cuadro 1. Se realiz6 un disefio en
blogues al azar con arreglo factorial con cinco repeticiones. En cada corte se evalud la calidad
relativa del forraje (CRF, %), valor relativo del forraje (VRF, %) y la digestibilidad in vitro de la materia
seca (DIVMS, %).

Cuadro 1. Tratamientos de fertilizacion.

No. Tratamiento Descripcién Dosis
Tl Testigo = —memmemeeeeeees N/A
T2 NB Soil® Fertilizante 20%*
organico
comercial.
T3  Téde estiércol Fertilizante 50%*
organico.
T4  Biofertilizante Fertilizante 50%*
Magro orgéanico.
T5 Bayfolan Forte® Fertilizante 3L/ Ha
guimico
comercial.

*Contenido en porcentaje por cada litro de agua utilizado.
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Obtencién de muestras.

La aplicacion de tratamientos se derivé en tres repeticiones. Los cortes se realizaron a los 92, 150 y
217 dias después de la siembra (DDS). Las muestras se obtuvieron lanzando al azar una caja
metdlica de 25 cm x 25 cm, cortando el forraje localizado dentro de dicha caja.

Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS, %).

La DIVMS se determin6, por incubacion de las muestras, durante 48 h a 39.2 + 0.5°C, con liquido
ruminal, y saliva artificial, en un incubador Daisyll (Ankom Technology Corp., Macedon, Ny)
siguiendo la técnica sugerida por el fabricante (ANKOM, 2011).

Valor relativo del forraje (VRF, %) y calidad relativa del forraje (CRF, %).

El VRF y la CRF se calcularon a partir de las siguientes ecuaciones:

Valor relativo del forraje:

VFR (%) = (CMS)(MSD)
%) =729
Donde:
CMS = 120
" %FDN
MSD = 88.9 — [(0.779)(%FDA)]
Calidad relativa del forraje:
(CMS)(NDT)
0, - - @z
CRF (%) 1.23
Donde:
CMS = 120
" %FDN
NDT = MOD

MOD = (MO)(DIVMO)

CMS= consumo de materia seca (% del peso vivo animal),

MSD= materia seca digestible,

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 177



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

*FDN= fibra en detergente neutro,

*FDA= fibra en detergente acido,

NDT= nutrientes digestibles totales,

MOD= materia orgénica digestible,

MO= materia orgéanica y

DIVMO-= digestibilidad in vitro de la materia organica.

*Estos valores fueron determinados por el método de ANKOM, 2005.
Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA, p<0.05). Se ejecuto la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (p<0.05). El analisis de varianza y la
comparacién de medias se obtuvieron con el programa de computo InfoStat®.

RESULTADOS

El andlisis de varianza de los datos obtenidos de la evaluacion del efecto de los tratamientos de
fertilizacion sobre la calidad del cultivo de Ballico Anual no mostré diferencia significativa (p<0.05).
En el Cuadro 2 se muestra la comparacion de medias, en los tratamientos no se encontraron
diferencias estadisticas entre las variables evaluadas, sin embargo, existieron diferencias
estadisticas entre cortes. El porcentaje en promedio de DIVMS fue alta a los 92 y 150 DDS (66.47 y
63.19 % respectivamente) y baja a los 217 DDS (51.70 %), cuando la planta tenia mayor edad. En
el caso del VRF fue mayor a los 92 DDS (142.35%), esta variable disminuy6 en a los 150 y 217 DDS
(104.2% y 106.95% respectivamente). La CRF presentd el mismo comportamiento siendo mayor a
los 92 DDS (139.60%) y menor a los 150 y 217 DDS (105.92% y 107.8% respectivamente). Tanto
para el VRF como para la CRF se presenta un ligero rebrote en el tercer corte.

Nava et al. (2017) evaluaron las mismas variables en tres distintas variedades de sorgo observando
su comportamiento en cuatros sitios experimentales, en los resultados obtenidos en un solo corte,
se encontraron valores de DIVMS de 64.0% a 79.6%, mientras que para CRF Y VRF de 84%y 78.4%
a 135% y 112.2%, respectivamente, realizando la comparacion con el primer corte, se obtienen
valores similares e inclusive mas altos con la utilizacion de la fertilizacion organica.

Tratamiento GL % DIVMS % VRF % CRF
92 DDS

Testigo 8 66.962 137.722 138.102
NB Soil® 8 58.972 142,772 139.392
Té de estiércol 8 63.212 127.692 125.532
Biofertilizante Magro 8 72.782 151.772 147.672
Bayfolan Forte® 8 70.422 151.792 147.30%
PROMEDIO 66.47A 142.354 139.604

Cuadro 2. Comparacion de medias entre tratamientos de fertilizacion.
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150 DDS

Testigo 8 63.192 106.282 106.812
NB Soil® 8 62.722 99.922 100.30%
Té de estiércol 8 61.452 101.182 100.222
Biofertilizante Magro 8 65.882 107.852 113.514
Bayfolan Forte® 8 62.702 105.772 108.762
PROMEDIO 63.194 104.208 105.928
217 DDS

Testigo 8 58.942 115.642 113.782
NB Soil® 8 50.442 104.442 105.052
Té de estiércol 8 47.482 104.692 107.242
Biofertilizante Magro 8 49,722 110.772 107.292
Bayfolan Forte® 8 51.952 99.202 105.702
PROMEDIO 51.708 106.958 107.818

*Medias con diferente letra indican diferencia significativa, con base en la prueba de Tukey (P< 0.05).

CONCLUSIONES

Los tratamientos organicos empleados en esta investigacién pueden ser una alternativa econémica
y sustentable para su uso en la produccién de alimento para ganado bovino, debido a que se
presentan resultados similares entre estas variables de calidad, demostrando que las aplicaciones
de estos fertilizantes organicos no afectan de manera negativa en la calidad del forraje en
comparacion con el fertilizante quimico.
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RESUMEN

El agua de coco (AC) es un complemento organico muy utilizado en los sistemas de cultivo in vitro,
adicionado a los medios de cultivo, y ha demostrado tener efectos positivos, ya sea en la germinacién
de semillas, como en el crecimiento de los explantes. Sin embargo, cientificamente la adicion de AC
al medio es insatisfactoria porque impide la posibilidad de investigar los efectos de sus componentes
individuales con cierto grado de precisién. Ademas, pocas veces se especifican detalles de la manera
como se emplea, es decir, si se le da algun tratamiento previo antes de adicionarse al medio, o si se
usa esterilizado. El objetivo de este trabajo fue analizar la concentracion de P y K en agua de coco
esterilizada (ACEst) y filtrada (ACFil). EI AC de un lote de cocos del mercado local se mezclé, y la
mitad de la mezcla se esteriliz6 a 121° C por 20 minutos; la otra mitad se purificé con filtros millipore
de jeringa de 0.22 u. Se determind P y K en un equipo de espectroscopia de emisién atomica de
induccion por plasma. Los datos se analizaron mediante ANOVA y prueba de comparaciéon de
medias (Tukey, p < 0.05). Los resultados mostraron que la concentracion de P fue estadisticamente
superior en ACEst, siendo 13% mayor a la concentracién en el ACFil. Mientras que el K también fue
superior en ACEst por 10% en comparacion al de ACFil. Se concluye que la esterilizacién del agua
de coco incrementa la concentracion de P y K, y potencialmente puede tener efectos positivos en el
crecimiento in vitro de plantas.

INTRODUCCION

El endospermo liquido de los frutos de Cocos nucifera L., o comUnmente conocido como agua de
coco, tiene diversos usos, ademéas del alimenticio, como es su empleo en el cultivo in vitro de
especies vegetales, y no debe confundirse con la “leche de coco”, la cual se refiere a los productos
obtenidos del rallado de endospermo sdlido, el cual no es utilizado en las formulaciones del medio
de cultivo de plantas (Yong et al., 2009). El agua de coco contiene diversos azUcares, vitaminas,
aminoacidos y nutrientes (Yong et al., 2009) fitohormonas (Yong et al., 2013) y compuestos
minerales (Prades et al., 2012). Sin embargo, la composicién del agua de coco puede variar de
acuerdo con la procedencia de los cocos (suelo, clima), fertilizacion, estado de madurez (Burns et
al., 2020). Ademaés, la composicién del agua de coco varia con el proceso que se le da, desde su
extraccion, almacenamiento, proceso y forma de conservacion (Naik et al., 2020).

Varios autores reportan los efectos benéficos del agua de coco en los medios de cultivo in vitro,
como mejora en la germinacion de semillas y formacién de cuerpos como protocormos (PLBs, por
sus siglas en inglés), de Phalaenopsis (Shekarriz et al., 2014). Crecimiento 6ptimo de PLBs, en
Dendrobium (Winarto y Teixeira da Silva, 2015); incremento en el nimero de brotes de Bulbophyllum
dhaninivatii (Kongbangkerd et al., 2017). Induccion floral de Dendrobium Madame Thong-In (Sim et
al., 2007), y de Dendrobium Chao Praya Smile (Hee et al., 2007).

La principal fraccion de sélidos solubles en agua de coco son los azucares, seguido de los minerales,
los cuales representan solo entre el 0.4% y el 1% del volumen del liquido, que contribuyen a sus
propiedades isotonicas (Prades et al., 2012). Entre los iones inorganicos contenidos en el agua de
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coco, estan fosforo, potasio, calcio, magnesio, fierro, sodio, manganeso, zinc, cobre (Prades et al.,
2012; Naik et al., 2020). Y se ha reportado que el potasio es el mineral mas abundante en el agua
de coco (Richter et al., 2005; Kumar et al., 2021). A pesar de los otros minerales presentes, como el
fésforo, la cantidad de este varia mucho con la edad del coco y el tipo de cultivar (Kumar et al., 2021).
Fosforo y potasio son importantes para el crecimiento y la floracion de las plantas. Para el cultivo in
vitro, poca informacién es proporcionada acerca de la manera de usar el agua de coco para
adicionarse al medio, por ejemplo, si pasa por algin proceso de alta temperatura o filtracion. Estos
datos son importantes para estandarizar su uso y poder obtener resultados mas uniformes.

A pesar de las bondades mostradas por el agua de coco en los sistemas de cultivo in vitro, se
requiere mucha investigacion de sus propiedades en relacién con la mejora del crecimiento. El
objetivo de este trabajo fue analizar la concentracion de P y K en agua de coco esterilizada y filtrada.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal. Cocos verdes inmaduros adquiridos en el mercado de Texcoco, provenientes del
estado de Guerrero.

Proceso de desinfestacién. Lavado de cocos con solucion jabonosa y enjuague bajo el chorro de
agua de la llave. Posterior al lavado se sumergieron en un recipiente con una solucién al 10% de
hipoclorito de sodio comercial més 2 gotas de tween 20, durante 30 minutos.

Extraccién de agua de coco en la campana de flujo laminar. Los cocos se enjuagaron con agua
destilada estéril, se les realiz6 un orificio y se extrajo el liquido.

Una vez extraido el liquido de los cocos, se realizé una mezcla del total del agua obtenida, la cual
se dividié en porciones de 100 mL, las cuales se colocaron en bolsas de plastico y se llevaron a
congelacion. Para posterior uso en la preparacion de medios de cultivo (Figura 1).

Figura 1. Aspecto general de los cocos inmaduros destinados para extraccion del agua. A) cocos
verdes inmaduros; B) endospermo carnoso y blando.

Tratamientos
El agua de coco obtenida se distribuy6 en los tratamientos siguientes:

e Tratamiento 1. Agua de coco esterilizada (ACEst): esterilizacion a 121 °C por 20 minutos en
autoclave.

e Tratamiento 2. Agua de coco filtrada (ACFil): agua de coco filtrada, filtros millipore de jeringa de
0.22 .
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¢ Determinacion de fésforo y potasio. En el material seco se realizé una digestién himeda con una
mezcla de acido sulfarico y perclérico (2:1, v: v), de acuerdo con la metodologia descrita por Alcantar
y Sandoval (1999). Los extractos obtenidos posteriores a la digestién fueron filtrados. En éstos, se
determinaron las concentraciones de P y K, empleando un equipo de espectroscopia de emision
Optica de induccién por plasma acoplado. Los resultados fueron expresados en mg o g de elemento
(g kg't) en peso de biomasa seca (PBS).

Se us6 un disefio completamente al azar, con 3 repeticiones. Los datos se analizaron mediante un
ANOVA y prueba de comparacion de medias con prueba de Tukey (0.05%). Los datos se analizaron
mediante R software, version 4.1.0 (R Core Team, 2021).

RESULTADOS

La concentracion de fésforo fue significativamente superior en el agua de coco esterilizada (ACEst),
con 6.15 mg 100 mg L, en comparacion con el agua de coco filtrada (ACFil), que presentd un
promedio de 5.39 mg 100 mgL-! (Figura 1).
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Figura 1. Concentracion de fésforo en muestras de agua de coco sometidas a dos tratamientos: agua
de coco esterilizada (ACEst) y agua de coco filtrada (ACFil). Barras + DE con diferentes letras indican
diferencias significativas (Tukey, 0.05).

Los resultados en este trabajo se acercan a los reportados por Santoso et al. (1996) quienes reportan
4.66 mg 100 mgL de fésforo en cocos inmaduros, en donde el andlisis provino de agua de coco no
esterilizada y conservada a -30 °C. Kwitakowski et al. (2008) reportan concentraciones de 5.28 mg
100 mg L, en cocos frescos de 6 meses de maduracion. Otros autores reportan concentraciones
de fosforo superiores a las que se obtuvieron en el presente trabajo, de entre 9.2, 21, 37 mg 100 m
L (Uphade et al., 2008; Richter et al., 2005). Prades et al. (2012) reportan una concentracion de
entre 6 a 21 mg 100 mg L en cocos maduros.
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Al igual que en P, la concentracién de K fue estadisticamente superior en el ACEst, con un promedio
de 180.32 mg 100 mLt, en comparacién con la concentracion en el ACFil (163.18 mg 100 m L1),
(Figura 2). Resultados similares presentan autores como Richter et al., 2005, quienes indican que
obtuvieron 164 mg 100 mL1. Otros autores reportan concentraciones superiores, Santoso et al.
(1996) reportan 203.7 mg 100 mL* de potasio, en cocos inmaduros. Por su parte, Kwitakowski et al.
(2008) reportan 252.6 mgl00 mL-! de potasio en cocos de 6 meses de maduracion. Asimismo,
Prades et al. (2012) reportan concentraciones ain mayores, de entre 164 hasta 356 mg 100 mL! de
este mineral, pero en cocos maduros.
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Figura 2. Concentracién de potasio en muestras de agua de coco sometidas a dos tratamientos:
ACFil (agua de coco filtrada) y ACEst (agua de coco esterilizada). Barras + DE con diferentes letras
indican diferencias significativas (Tukey, 0.05).

Por lo general, los trabajos reportados en el tratamiento que se da al agua de coco estan dirigidos
hacia la calidad que presentan para el consumo humano, por lo tanto, los procesos térmicos a los
que se someten se reportan con temperaturas menores, de entre 80-100° C, y por menor tiempo, es
decir, entre 2-5-10 minutos (Naik et al., 2020).

CONCLUSIONES

e El agua de coco esterilizada a 121° C por 20 minutos presenta concentracion
significativamente superior de fésforo y potasio en comparacién con el agua de coco filtrada.
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e Es posible emplear agua de coco en el cultivo in vitro de especies vegetales, ya que esta
aporta minerales importantes como es fésforo y potasio.
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RESUMEN

La creciente demanda de alimentos ha generado que la agricultura evolucione en nuevas técnicas
de cultivo, problematicas actuales como: la reduccién de espacios para cultivos, reduccién de
recursos naturales, aumento de la poblacién, manejo de una produccién sostenible, etc., generan
nuevas estrategias para solventar dichos problemas. La demanda de alimentos requiere de una alta
eficiencia para evitar desperdicios de recursos y que las plantas crezcan rdpidamente. En los Ultimos
afios se acufiado un término discutible las llamadas “fabricas de plantas” en donde recursos como
el agua y espacio son llevados a su maxima eficiencia, otro importante de este tipo de soluciones es
la luz. La luz artificial LED tiene una gran eficiencia que cualquier otra fuente de luz, una alta vida
atil, y su emision luminosa selectiva. Los sistemas de iluminacion a cultivos a interior se han
empleado satisfactoriamente, sin embargo, se tiene poca informacion sobre los tipos de espectros o
las combinaciones de estos Gptima. El espectro de luz se mide en nanémetros y las diferentes
longitudes de onda dan lugar a los diferentes colores, algunas plantas crecen rapidamente con
espectros de entre 450 y 495 nm (azul), y otras plantas con combinaciones de luz azul y roja, no se
limita el uso a luces rojas o azules, sino también existen otras combinaciones de color. Para
establecer las diferentes combinaciones colores es necesario un luminario con diferentes colores de
luz y ecualizarlas para obtener los tonos deseados en este trabajo se propone el uso de un luminario
ecualizado para ser implementado en la agricultura interior. Para producir luz de diferentes colores
se han empleado lamparas de tipo RGB que no son mas que un arreglo matricial del rojo, azul y
verde, que para obtener diferentes tonalidades se mezclan a diferentes potencias.

El objetivo del trabajo consiste en la construccién de un banco de pruebas donde se puedan obtener
diferentes espectros de luz, asi como diferentes intensidades (Ilimenes), combinado diferentes tipos
de lamparas LED, el prototipo consiste en disefiar un convertidor con correcciéon del factor de
potencia para alimentar las diferentes lamparas. Estudios han establecidos que las siguientes
combinaciones espectrales son 6ptimas para lograr un maximo crecimiento de las plantas: 1) luz
blanca, azul y roja, 2) Blanco y rojo, 3) Rojo, azul y verde, 4) Blanco-rojo-azul, 5) Rojo, azul y rojo
lejano. Para la propuesta se han utilizado lamparas de con colores individuales, empleando lamparas
de potencia y se disefia el controlador. Los resultados mostrados por usando un microcontrolador
que gobierne tres a seis tipos diferentes de lamparas a través de sefiales PWM, estas se controlan
de manera independiente con un convertidor del tipo reductor por lampara LED, ademas la lampara
se puede programar para obtener las diferentes tonalidades y combinaciones posibles. Con este
proyecto se facilita el uso de lamparas en la agricultura, usando de los diferentes colores para el
crecimiento de las plantas, el uso ldAmpara LED de permite diferentes tonalidades con el fin de variarla
la tonalidad dependiendo del tipo cultivo.

INTRODUCCION

La iluminacion es clave en nuestra vida diaria. Avances en tecnologias de iluminacion requieren
sistemas de control para ahorrar energia sin perder eficiencia. Nuevas tecnologias permiten
investigar y desarrollar controladores para nuevas aplicaciones. Existen cuatro componentes
implicitos en la radiacion de iluminacion, los cuales determinan el nivel de salud visual.
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Componente de luz visible.

Nivel de conduccién y conveccién.
Nivel de componente de infrarrojo.
Componente de ultravioleta.

rpPONPE

De estos cuatro factores, la iluminacion LED solo posee componentes en el rango de la luz visible,
lo cual garantiza un nivel de confiabilidad alto, erradicando emisiones de UV e infrarrojo que afectan
directamente la salud del usuario [1].

En cambio, en las plantas la luz juega un papel muy importante: La luz desempefia un papel
fundamental en el crecimiento y desarrollo de las plantas. A través de un proceso llamado
fotosintesis, las plantas convierten la energia luminica en energia quimica para producir su alimento.
Ademas de la fotosintesis, la luz también afecta otros aspectos del crecimiento de las plantas, como
la germinacion de semillas, la formacion de hojas y flores, y la direccion del crecimiento. El espectro
de luz es una variable crucial en el crecimiento de las plantas. Las plantas responden de manera
diferente a las diferentes longitudes de onda de luz. Por ejemplo, la luz azul y la luz roja son
especialmente importantes para la fotosintesis, mientras que la luz roja lejana es esencial para la
germinacioén de semillas. Algunas plantas también requieren de un periodo de oscuridad para florecer
y producir frutos. La intensidad de la luz también desempefia un papel critico en el crecimiento de
las plantas. Una luz insuficiente puede llevar a un crecimiento débil y alargado de las plantulas,
mientras que una luz intensa puede dafiar las hojas y reducir la eficiencia fotosintética. Cada especie
de planta tiene requisitos especificos de intensidad luminica para un crecimiento 6ptimo.

La duracién del periodo de luz también es importante para el crecimiento de las plantas. Las
plantas se clasifican en fotoperiddicas cortas o largas segun sus necesidades de luz. Algunas plantas
florecen cuando los dias son mas largos, mientras que otras florecen cuando los dias son mas cortos.
El periodo de luz también influye en la formacién de raices y en la transicion de una etapa de
crecimiento vegetativo a una etapa reproductiva. Para controlar la tonalidad, color de luz, tiempo de
exposicién se realiza a través de convertidores de potencia, los cuales controlaran el nivel de voltaje
y potencia entregada, ademas de regular el ciclo de trabajo de las conmutaciones que son aplicadas
al arreglo luminoso [2].

TEORIA

Primer se hablara de tipo de Led que se utilizara para el control luminico. En este presente proyecto
se elige el LED RGB modelo 31518-OP de 10 watts. La estructura del LED se encuentra en anodo
comun, y cada linea de color requiere de una corriente en conducciéon de 350mA. Proporciona
aproximadamente 400 limenes teniendo como corriente de conduccion total de 1000maA.

En cuestiones de emision de luz por parte del color rojo genera un ancho de linea espectral de
625nm, para el color verde 520nm vy finalmente para el color azul 465nm. En un primer calculo se
determinar la resistencia limitadora de corriente. Para este procedimiento se toma en consideracion
el voltaje maximo del controlador, el voltaje de umbral de la linea de color, y finalmente la corriente
funcional del color indicado, como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 3. Valor de resistencia limitadora de corriente para cada color LED RGB.

COLOR VALOR DE RESISTENCIA
i 14 -V 12V - 1.9V
Rojo R = Fuente LED _ — 28.850
IFuncional 350mA
4 -V 12V - 2.4V
Verde R = Fuente LED _ =27 4Q
IFunr:ional 350mA
14 -V 12V - 3.4V
Azul R = Fuente LED _ —24.570
IFuncional 350mA

Como se visualiza en la Tabla 2, los valores de resistencia obtenidos no son comerciales, por lo que
para la implementacion se asemejara al valor de resistencia de 27 Ohmes.

Como segundo paso se realizan mediciones de intensidad luminosa, y adicionalmente se establece
una relacién para determinar la cantidad de limenes proporcionados por cada color (véase Tabla 2),
con el fin de obtener un valor estandar aproximado, el cual deberd de ser semejante al disefar el
presente sistema de control.

Tabla 4. Valor de iluminancia con sistema de control comercial.

COLOR | VOLTAJE POR COLOR ILUMINANCIA (Lx) [ LUMINOSIDAD (Lm)
ROJO | VERDE | AZUL
53 0.24 0.189 | 839 105
4.32 9.13 0.57 2610 327.98
4.17 8.6 6.3 4610 579
5.85 6.6 0.35 1580 198.54
4.24 8.68 7.01 3310 415.94
4.59 6.27 8.46 4200 527.78
577 7.28 0.392 | 1860 233.73
8.43 7.46 3700 464.95
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4.96 6.24 8.34 3850 483.8

571 7.8 0.419 | 2070 260.12
4.17 8.27 7.84 3950 496.37
5.34 6.21 8.23 3500 439.82
5.67 8.19 0.445 | 2230 280.23
4.14 8.16 8.11 4120 517.73
5.66 6.18 8.13 3180 399.61
5.19 7.93 7.9 3290 413.43

Parametros de disefio del convertidor

Se optd por hacer uso convertidor reductor, con el fin de suministrar la tension de voltaje necesaria
para cada linea de color. Una de las principales razones por las cuales se elige este tipo de
convertidor es debido a que el LED a utilizar requiere de voltajes menores a los 10 volts,

El arreglo por utilizar se deriva de la configuracién basica del convertidor reductor (véase Fig. 1). En
primera instancia se establecen los parametros de rendimiento del convertidor para tener una
funcionalidad en del modo de conduccion continua (MCC).

™
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Figura 6. Topologia tipica de convertidor DC-DC reductor.

Establecido que el convertidor permanecera en MCC, se requiere determinar el valor de capacitor,
resistencia e inductor, con el fin de suministrar un voltaje a la salida de 9 volts, teniendo una
alimentacion de 12 volts, proporcionando una potencia de salida de 3 watts, todo ello con una
frecuencia de conmutacion de 50kHz. De acuerdo con el comportamiento del convertidor reductor,
se establecen las ecuaciones mostradas en la Tabla 3, con las cuales se logran determinar los
pardmetros de disefio del convertidor en cuestion [3].
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Tabla 5. Ecuaciones para determinar los parametros de disefio en MCC [11].

PRAMETROS ECUACION
Ciclo de trabajo (D) = Vo
=7
Inductor (L) L= Vi—=V,)
~ AILF;
Capacitor (C) V,*(1—D)

T 8+«AV, « L+ F,

Cabe destacar que se pretende tener un rizo de voltaje y corriente a la salida minimo, siendo este
para el rizo de voltaje (AV,) menor 180mV, lo cual equivale a menos del 1%, por otra parte, el rizo
de corriente (Al,) es aproximadamente 35mA que equivale al 10%. Teniendo en cuenta dichas
consideraciones, se determina que el ciclo de trabajo es del 75%, empleando un inductor (L) y
capacitor (€) de 1.28mH y 486nF respectivamente.

a1
AMA
111 YN ==
) o —=c1
[Cro ]
az
MM
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o |
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Figura 7. Topologia convertidor reductor anodo comun.

El emplear este tipo de topologia facilita la manipulacion en conjunto del LED RGB, que en si los
convertidores comparten el polo positivo de salida, sin embargo, en sus conmutaciones son
independientes, por lo que no se perjudican entre si, ni aportan voltaje y/o corriente entre si.

PARTE EXPERIMENTAL

El inductor se disefié con un toroide circular de 3.5cm de diametro, se utiliza el MOSFET IRF730.

El diodo empleado para esta aplicacion es el MUR840, debido a que el valor del capacitor calculado
para el modo de conduccién continua no es comercial, se decide por un capacitor de 470nF. El
prototipo se muestra en la Figura 3.
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Figura 8. Implementacién de convertidores reductores tipo anodo comun.

En primera instancia se analiza el comportamiento de las conmutaciones por parte del MOSFET
IRF730 de forma fisica (véase Figura 4).

Tek . Trig'd M Pos: 0.000s MEDIDAS
-

M 2505

17-Nov-180340 [0 1)
Figura 9. Conmutacién Drenaje-Fuente MOSFET IRF730.

Las conmutaciones obtenidas en el MOSFET son las adecuadas, por lo que se procede a analizar
el comportamiento del diodo de rapida conmutacioén utilizado, en este caso el MUR840.En la figura
5 se muestra la forma de onda obtenida en las conmutaciones del diodo, en la figura se observa una
buena conmutacion lo que implica una buena eficiencia del convertidor.
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Tek Pres pr| s o 1 Gt

[ch | T
Figura 10. Conmutacion diodo MURS840.

En la Figura 6 se aprecia que el voltaje promedio obtenido es de 8.37v, semejante al calculado de
9v. La dinamica presentada durante el funcionamiento del convertidor es la ideal de acuerdo a los
parametros de disefio establecidos.

Tek Ju M Pos: 0,005 MEDIOAS

‘ (=]

M 10005

Figura 11. Voltaje de salida del convertidor reductor.

RESULTADOS

. En la Tabla 4 se muestra la comparacion de los valores obtenidos con el sistema comercial y con
el sistema desarrollado.

Tabla 6. Valores de iluminancia y luminosidad con sistema de control desarrollado.

COLOR | SISTEMA DE CONTROL COMERCIAL SISTEMA DE CONTROL
DESARROLLADO
ILUMINANCIA LUMINOSIDAD ILUMINANCIA (Lx) |LUMINOSIDAD (Lm)
(Lx) (Lm)
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839 105 830 104.3
2610 327.98 2710 340.5
4610 579 4720 593.13
1580 198.54 1600 201.06
3310 415.94 3120 392.07
4200 527.78 4320 542.86
1860 233.73 1910 240.01
3700 464.95 3680 462.44
3850 483.8 4000 502.6
2070 260.12 2100 263
3950 496.37 4010 503
3500 439.82 3600 452.39
2230 280.23 2310 290
4120 517.73 4250 534.01
- 3180 399.61 3200 402.12
3290 413.43 3340 419.71

La comparacién con controlador y el desarrollado son minimas, siendo estas en gran parte de las
mediciones de solo £10 limenes. Una de las ventajas del sistema desarrollado es que, a partir del
porcentaje de cada linea de color se puede modificar la intensidad luminosa para tener una
intensidad luminosa homogénea esto se logra combinando los diferentes ciclos de trabajo de cada
convertidor., dicha relacion es mostrada en la Tabla 5.
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Tabla 7. Porcentaje de ciclo de trabajo para convertidores por la linea de color.

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

COLOR | % DE CICLO DE TRBAJAO

ROJO | VERDE | AZUL
44.16% | 2% 1.57%
36% 76.08% | 4.75%
34.75% | 71.66% | 52.50%
48.75% | 55% 2.91%
35.33% | 72.33% | 58.41%
38.25% | 52.25% | 70.50%
48.08% | 60.66% | 3.26%
35% 70.25% | 62.16%
41.33% | 52% 69.50%
47.58% | 65% 3.49%
34.15% | 68.91% | 65.33%
44.50% | 51.75% | 68.58%
47.25% | 68.25% | 3.70%
34.50% | 68% 67.58%
47.16% | 51.50% | 67.75%
43.25% | 66.08% | 65.83%
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Con el fin de obtener una linealidad, a partir de los porcentajes de ciclo de trabajo obtenidos, se
debera de aumentar o disminuir en 1% el ciclo de trabajo de cada linea de color, con el fin de seguir
teniendo la misma relacion de distribucion de color, pero con distinta intensidad. Una de las mayores
ventajas de utilizar este tipo de LED RGB, es que se pueden reproducir gran parte del espectro de
luz visible, esto fue aseverado de acuerdo con la reproduccién de los colores mostrados en la figura
9.

efefe[ef=]elo|@[e]=]c]ofeela]

Espectro visible

o b s i s 2 L bt -
400 S00 600 700

Mayor longitsd da onda (L) on mm —

Figura 12. Diagrama de bloques general de la validacion experimental.

CONCLUSIONES

El espectro electromagnético luminoso tiene efectos especificos en el crecimiento y desarrollo de las
plantas. La luz roja y azul son fundamentales para la fotosintesis y el crecimiento vegetativo, mientras
que otras longitudes de onda, como la luz ultravioleta, pueden desencadenar respuestas de
proteccién. Es importante proporcionar a las plantas la combinacion adecuada de luces para su
optimo desarrollo. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos controladores o convertidores de CD/CD para
el control de intensidad, de cantidad de luz, y del tipo de color se logran a través de la electronica de
potencia.
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RESUMEN

Los productos y servicios biotecnoldgicos catalizados por enzimas son una alternativa a los procesos
guimicos tradicionales, ya que estos producen menos subproductos y son mas selectivos en la
obtencién del producto final. Dentro del grupo de enzimas con interés se encuentran las celulasas,
usadas en diversas industrias como la alimenticia, para extraer diversos productos vegetales. Se han
aislado y caracterizado microorganismos capaces de degradar la celulosa, con especial atencion a
las bacterias, ya que pueden ser candidatos ideales para la produccién de celulasas debido a sus
caracteristicas como su rapido crecimiento y adaptabilidad a diversos ambientes. El objetivo de este
trabajo fue identificar bacterias con potencial actividad celulolitica como fuente de estas enzimas.
Las cepas bacterianas se obtuvieron de zonas con alta humedad y presencia de materia organica
en descomposicion dentro del area natural protegida "Sierra de los Agustinos" del estado de
Guanajuato. La actividad celulolitica de las cepas se realizé placas de agar con carboximetilcelulosa
por la presencia de halos de hidrolisis después de la tincion con Rojo del Congo. Se determiné el
radio de hidrélisis (RH) y se evalué la actividad enzimatica con la producciéon de azlcares reductores
en cepas con mayor RH. Se identificaron dos aislados bacterianos con buena actividad celulolitica,
los cuales podrian usados como fuente para la produccién de celulasas.

INTRODUCCION

En la basqueda de alternativas mas sostenibles y eficientes a los procesos quimicos tradicionales,
la biotecnologia presenta opciones viables y prometedoras. En particular, los productos y servicios
biotecnolégicos catalizados por enzimas, los cuales ofrecen una serie de ventajas, como la reduccion
de subproductos y una mayor selectividad en la obtencién del producto final (Arroyo et al., 2014).

Las celulasas son enzimas altamente relevantes en la industria biotecnoldgica debido a su capacidad
de catalizar la hidrélisis de la celulosa, que es el principal componente estructural de los vegetales,
en compuestos mas simples, como la glucosa. La celulosa es un polisacarido compuesto por
moléculas de glucosa anhidra, unidas por enlaces (-1,4 glucosidicos. La configuracion 8 de la
celulosa permite la formacién de cadenas lineales largas que se unen mediante puentes de
hidrégeno intramoleculares, creando una estructura supramolecular cristalina y organizada (Ovando-
Chacon & Waliszewski, 2005). Esta estructura crea una barrera que obstaculiza la liberacion y
extraccion de los componentes de interés de la materia vegetal. Por consiguiente, es importante
contar con agentes externos que permitan eliminar esta barrera, y es en este contexto donde las
enzimas juegan un papel fundamental.

En términos generales, las enzimas celulasas estan compuestas principalmente por tres tipos de
enzimas que actian de manera sinérgica: endoglucanasas, las cuales catalizan la hidrélisis de las
cadenas de celulosa expuestas en el polimero de celulosa; exoglucanasas (celobiohidrolasas), las
cuales liberan celobiosa de los extremos reductores y no reductores; y B -glucosidasas, las cuales
colaboran en la ruptura de la celobiosa y el celooligosacéarido de cadena corta en glucosa (Liang et
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al., 2014). Estas enzimas han adquirido una gran importancia en diversas industrias, tales como la
alimentaria, textil, papelera, agricola e investigativa, gracias a su capacidad para optimizar procesos;
presentando ventajas, como una alta especificidad de sustrato, poder trabajar en condiciones suaves
de pH, temperatura y presion y con su contribucion al cuidado del ambiente al generar procesos mas
limpios (Izarra et al., 2010).

En este sentido, se han llevado a cabo estudios con el objetivo de aislar y caracterizar
microorganismos capaces de degradar la celulosa. En particular, se ha dado especial atencién a las
bacterias debido a sus caracteristicas que les hacen adecuadas para la produccion de celulasas,
incluyendo su rapido crecimiento, adaptabilidad a diversas condiciones y la escalabilidad de los
procesos fermentativos. En base a la clasificacién de Sharma et al. (2016), algunos géneros
bacterianos celuloliticos identificados son: bacterias gram positivas aerobias como Cellulomonas y
Thermobifida; bacterias deslizantes aerobias como Cytophaga y Sporocytophaga; y bacterias
fermentativas anaerobias, en su mayoria gram positivas como Caldicellulosiruptor, Clostridium y
Ruminococcus, asi como unas pocas bacterias gram negativas, como Acetivibrio, Butyrivibrio y
Fibrobacter. Las bacterias anaerobias degradan la celulosa principalmente mediante un sistema de
celulasas complejas, mientras que los aerobios lo hacen mediante un sistema de celulasas
extracelulares (Sharma et al., 2016). La produccién de enzimas esta estrechamente controlada en
los microorganismos en donde la eficiencia en la produccion de celulasa parece depender de
multiples factores, incluyendo el tamafio del inoculo inicial, el pH, la temperatura, la presencia de
inductores, aditivos en el medio, la aireacion y el tiempo de crecimiento, entre otros (Sethi et al.,
2013).

Dentro los métodos principales para la identificacién de actividad celulolitica es la medicién de
azlcares reductores que se acumulan después de la hidrélisis enzimatica de la celulosa. (Shuanggi
et al.,, 2011). Se puede hacer uso de celulosa amorfa como sustrato, dentro de ellas la
carboximetilcelulosa (CMC), para la determinaciéon y caracterizacién de la actividad enzimatica
(CMCasa) mediante la formacion de dichos azucares reductores. El CMC es un derivado de la
celulosa modificada quimicamente con grupos carboxilmetilo (-CH2-COOH) en la fraccién hidroxilo
de las unidades de glucopiranosa, lo que hace que el sustrato sea soluble en agua (Blanchette et
al., 2012). Este método permite identificar directamente endoglucanasas con actividad contra la
celulosa amorfa (Rooks et al., 2012). Esta enzima ataca aleatoriamente en los sitios internos de la
region amorfa de la cadena de celulosa, generando asi nuevos extremos de cadena y oligosacaridos
de longitudes variables (Sharma et al., 2016).

Las bacterias con actividad celuloliticas pueden ser aisladas de diversos ambientes, incluyendo
suelo de &reas naturales protegidas (ANP), las cuales son regiones del territorio nacional que
presentan ecosistemas naturales no significativamente alterados por la actividad humana o que
requieren ser preservadas y restauradas para la conservacion in situ de la biodiversidad (DOF, 2000).
En consecuencia, estas areas geograficas constituyen un recurso valioso de microorganismos que
pueden ser explotados para fines cientificos y tecnoldgicos innovadores. Como resultado de lo
anterior, el objetivo de esta investigacion consistié en identificar cepas bacterianas provenientes de
suelos del ANP “Sierra de los Agustinos”, localizada en el municipio de Acambaro, estado de
Guanajuato, que exhiban actividad celulolitica potencial.

PARTE EXPERIMENTAL

El material biolégico utilizado fue una coleccidn de bacterias provenientes de muestreos de suelo
realizados en el ANP la “Sierra de los Agustinos” en el municipio de Acambaro del estado de
Guanajuato, con coordenadas de localizacion geografica 20° 13' 24" latitud Norte, 100° 42' 28"
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longitud Oeste, con altura promedio de 2508 msnm; proporcionado por el laboratorio de investigacion
en biotecnologia de la Universidad de Guanajuato Campus Celaya - Salvatierra. La zona de
muestreo presentaba materia vegetal en descomposicién y alta humedad.

La identificacién de la actividad CMCasa de forma cualitativa se realizé en agar CMC (Mandels &
Reese, 1957), el cual contiene CMC, 5.0; KH2POa4, 2.0; (NH4)2SO04, 1.4; MgS0O4-7H20, 0.3; CaClz,
0.3; extracto de levadura, 0.4; FeSO4-7H20, 0.005; MnSO4, 0.0016; ZnClz, 0.0017; CoClz, 0.002 y
agar bacteriolégico, 15.0 g L1, pH 7.0. Se utiliz6 el método de siembra por picadura y se incubo a
29°C por 48 h. Después del periodo de incubacion, el medio CMC se inund6 con una solucién acuosa
de Rojo Congo 1% (p/v) durante 15 min; se retir6 el Rojo Congo y las placas se trataron de nuevo
inundandolas con NaCl 1 M por 15 min (Liang et al., 2014). Después de 1 h se retiré la solucion y
observé cuales de los aislados fueron capaces de degradar CMC por la formacién de un halo de
aclaramiento alrededor de la colonia. Posteriormente se calculé el radio de hidrélisis (RH) como la
relacién entre el tamafio de la colonia y el halo de hidrdlisis. Dicho parametro sirvi6 como criterio
para la seleccion de cepas a analizar de manera cuantitativa.

Las cepas con mayor RH se sembraron en caldo nutritivo (extracto de carne, 3.0; peptona, 5.0; NaClz,
5.0 g L%, pH 7.0) y llevaron a incubadora con agitacion orbital a 28°C, 150 rpm por 24 horas, a partir
de estos cultivos se realizaron inéculos en 5 mL de solucién salina al 0.85% (p/v) ajustando la
concentraciéon bacteriana a una densidad 6ptica medida a 600 nm de longitud de onda de 0.1.

Se realizaron fermentaciones por triplicado de las cepas seleccionadas sembrando el inéculo inicial
de 5 mL en 75 mL de caldo Mandels modificado (Liang et al., 2014), el cual contiene CMC, 10.0;
KH2POs4, 1.5; Na2HPO4-7H20, 2.5; (NH4)2S04, 1.5; MgSO0a4-7H20, 0.3; CaClz, 0.1; FeS04-7H20,
0.005; MnSO4, 0.0016; ZnClz, 0.0017; y CoClz, 0.002 g L%, pH 7.0. Los cultivos se incubaron en
agitador orbital a 29°C, 150 rpm durante 60 horas. Se tomaron muestras cada 12 h las cuales se
centrifugaron a 12,000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante se reservé como enzima cruda para
evaluar la actividad enzimatica a través de la cuantificacién de azlcares reductores generados a
partir de la hidrélisis de CMC durante la reacciéon enzimatica usando la técnica del acido 3,5 —
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).

La reaccion enzimatica se realizé mezclando 200 uL de enzima cruda con 200 pL de CMC 2% (p/v)
en 800 yL de 100mM buffer de citrato de sodio (pH 5.5) en bafio maria a 50°C durante 60 min.
Posteriormente la reaccion se detuvo en bafio de hielo durante 10 minutos. Se tomo6 1 mL de la
muestra apropiadamente diluida y se afiadié 1 mL de DNS, la mezcla se calent6 en agua ebullendo
por 5 minutos para el desarrollo de color. Finalmente, la muestra se trasfiri6 a una celda de
espectrofotometro y se midié la absorbancia a 540 nm contra un blanco que contiene todos los
reactivos menos la enzima cruda.

Para reportar los resultados de la actividad CMCasa se tomaron los datos de la media experimental
de la concentracidn de azlcares reductores y se calcul6 la actividad de los extractos enziméticos
obtenidos por medio de la siguiente ecuacién (Castelblanco et al., 2020):

U (_[Gmé&gab]) +10°
mL - tR Fd

(Ec. 1)

Donde una unidad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima capaz de liberar un micro
mol de glucosa por mL por min bajo las condiciones de la prueba, (Gm) la concentracién de azUcar
de la muestra en mg/mL, (Gb) la concentracion de glucosa blanco en mg/mL, (MMa) la masa
molecular de glucosa, (tR) el tiempo de reaccion enzimatica y (Fd) el factor de dilucién de la muestra.
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Finalmente se graficaron los valores de la actividad enzimatica segun el tiempo de fermentacion
transcurrido.

RESULTADOS

Se llevé a cabo la evaluacion un total de 52 cepas bacterianas provenientes de suelos del ANP la
“Sierra de los Agustinos”. Tras el analisis cualitativo, se identificaron 12 cepas que presentaron
actividad CMCasa, evidenciada por la presencia de un halo alrededor de la colonia. No obstante, se
observo que las cepas identificadas bajo los codigos 417 y 419 presentaron un mayor RH (Tabla 1).
En virtud de ello, se seleccionaron dichas cepas para la evaluacién cuantitativa de la actividad
CMCasa, a través de la produccion de azUcares reductores.

Tabla 1. Resultados evaluacion cualitativa de actividad celulolitica de cepas.

Cabdigo de

417 419 400 (Control negativo)
cepa

Tincion con
Rojo del
Congo

Diametro
de la 0.394 cm 0.196 cm -
colonia

Diametro

de halo 1.884 cm 2.010 cm -

RH 4.790 10.250 -

Bajo las condiciones de incubacion predefinidas, se registré una mayor actividad CMCasa a las 36
h de fermentacion para la cepa 419 y a las 48 h para la cepa 417, evidenciada por un valor de U/mL
de 43.34 y 27.69, respectivamente, tal como se ilustra en la Figura 1. La actividad enzimatica de los
aislados se puede correlacionar con el radio de hidrélisis generado de cada una de las cepas
seleccionadas. Asimismo, se observé una disminucion en la viscosidad del caldo de fermentacion,
la cual se asocio6 con la actividad enzimatica.
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H-417
-©-419

Actividad CMCasa (U/mL)

D 10.84

12 22 32 42 52 62

Tiempo de fermentacion (h)

Figura 1. Efecto en la producciéon de CMCasa en base al tiempo de incubacién.

CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas 417 y 419 han sido identificadas como adecuadas productoras de celulasas
bacterianas. Representando otra alternativa viable para la produccion de celulasas mediante
procesos fermentativos. Este estudio ha demostrado que la biodiversidad presente en las ANP puede
ser una fuente importante de agentes productores de enzimas liticas, lo que abre nuevas
posibilidades para la industria y la investigacion. Debido a la destacada capacidad de la cepa 419
para sintetizar CMCasa, dicha cepa se posiciona como un sujeto de interés para futuras
investigaciones, particularmente en lo que concierne a la optimizacion de las condiciones de cultivo
con el proposito de incrementar el rendimiento en la produccion de esta enzima.
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RESUMEN

Los grupos carboxilo de los &cidos asparticos y glutamicos presentes en las cadenas de las lipasas
de C. antarctica (CALB), y T. lanouginosus (TLL) previamente inmovilizadas en octil-agarosa fueron
modificados parcial y completamente. El proceso se llevé a cabo con etilendiamina (EDA) a pH 4.75
y una concentracién de carbodiimide (EDC) 1 y 10 mM, respectivamente. Los derivados aminados,
posteriormente fueron entrecruzados con moléculas de dextran-aldehido con pesos moleculares de
1300, 6000 y 25 000 Da, al 20 y 100 % de oxidacion. Los resultados interesantes indican que cuando
la lipasa de TLL fue completamente aminada con (EDC) 10 mM y entrecruzada con dextrano 6000
oxidado al 100 % se obtuvo un incremento en el factor de estabilizacioén de 8; mientras que con el
tratamiento con dextrano oxidado al 20% el increment6 en el factor de estabilizacion fue Gnicamente
de 9a70°CypNPB como sustrato. Simultdneamente la lipasa de C. antarctica (CALB) parcialmente
aminada, y con dextrano 1500 oxidado al 20 % incrementé el factor de estabilizacién a 10, a una
temperatura de 55 °C.

INTRODUCCION

Las lipasas han sido ampliamente utilizadas tanto en la industria de los alimentos, biocombustibles
y quimica fina [6]. Un limitante en el empleo de las enzimas en procesos industriales es la
desnaturalizacion, y por consiguiente, la pérdida de la actividad catalitica; debido principalmente a
las tradicionales y agresivas condiciones fisico-quimicas propias de la mayoria de los procesos
industriales. Es por ello necesario implementar estrategias para incrementar su estabilidad térmica,
el redso de la misma; asi como facilitar su empleo en medios no convencionales, y con sustratos no-
naturales [2]. Relevantemente, dentro de estas estrategias se incluyen la modificacion fisico-quimica
de las lipasas en fase soélida (estrategias post- inmovilizacién), en donde sé tienen ventajas
adicionales como: mayor control de la modificacion quimica, disminucién de interacciones
indeseadas proteina-proteina, sé pueden introducir un gran nimero de grupos quimicos a la
estructura de la enzima, no sé requiere del conocimiento previo de la estructura de la proteina;
ademas de permitir el uso de las lipasas en medios no convencionales [2,4]. En este trabajo se
sometieron a procesos de modificacion quimica (aminacion) los residuos de aminoacidos (como el
acido aspartico, acido glutamico o las lisinas) presentes en las cadenas de las lipasas de C.
antarctica (CALB), y T. lanouginosus (TLL) inmovilizadas en octil-agarosa. Los derivados aminados,
posteriormente fueron entrecruzados con moléculas de dextrano. El objetivo fue ver los posibles
entrecruzamientos intramoleculares de la lipasa completamente aminada con el dextrano oxidado al
100%; asi como el efecto de la hidroxilacion con el dextrano oxidado al 100 % y la lipasa poco
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aminada, y finalmente el efecto del dextrano poco oxidado (20%) sobre la glicosilacién masiva de las
lipasas (CALB) y (TLL).

METODOLOGIA
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso: a) Inmovilizacion de las lipasas de TLL y CALB en soportes
de octil-agarosa; b) Mecanismo de afinacion de proteinas mediante activacion de los carboxilos con
EDC (1- etil-3(3-dimetiamino-propil) carbodimida) para posterior modificacion con etilendiamina
(EDA); c) Preparacion de los dextranos aldehidos (Dextrano-CHO), d) Incorporacién del
oligosacarido de TLL o CALB previamente inmovilizada en octil-agarosa [3,7].

RESULTADOS
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Figura 2. Cinética de estabilidad térmica T. lanuginosus a 70 °C con dextranos oxidade al 20%. a) Adsorbido
octil-agarosa, b) Dextrano 1500, ¢) Dextrano 6000,d) Dextrano 25 000.

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 205



INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO

—=— Adsoctil 8
Dexteano 1500 b)
—r— Daxtrane 6000 <)

#— Dammo 25000 d)

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

—
n
el T T T T T
a 200 00 500 20
Tiempo (min}

Figura 3. Cinérica de estabilidad térmica T lanuginosus a 70 °C con dextranos al 100%. a) Adsorbido octil-

agarosa, b) Dextrano 1 500 ¢) Dextrano 6000, d) Dextrano 25 000.
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Figura 4 Cinética de estabilidad témica C. antarctica a 55 °C con dextranos oxidados al 100 %. a) Adsorbido

octil-agarosa. b) Aminado EDC (10 mM), ¢) Dextrano 1300
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Figura 5. Cinética de estabilidad térmica C. amntarctica a 35 °C con dextranosoxidados al 20%. a)

Adsorbido octil-agarosa, b) Dextrano 1500
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CONCLUSIONES

Algunos de los resultados interesantes para la lipasa de T. lanouginosus (TLL) indican que cuando
la lipasa fue completamente aminada con (EDC) 10 mM, y entrecruzada con dextrano 6000 oxidado
al 100 % se obtuvo un incremento en el factor de estabilizacion de 8 (fig. 3) a una temperatura de 70
°C, resultados comparados con respecto al derivado aminado y adsorbido en octil-agarosa.
Indicando que puede haber posibles entrecruzamientos intramoleculares estabilizantes.

En cambio el mismo tratamiento con la TLL aminada 10 veces menos (EDC) 1 mM no tuvo efectos
en el factor de estabilizacion, por lo que se puede decir que la hidroxilacién de la superficie de la
lipasa no tiene efectos estabilizantes.

El mayor grado de aminacion de TLL con EDC 10mM esta directamente influenciado por el alto
namero de acidos asparticos y glutamicos 19 y 12, respectivamente presentes en la superficie de la
enzima [5].

El tratamiento con dextrano oxidado al 20% incrementé en el factor de estabilizacion de 9 (figura 2),
demostrando que puede haber efectos positivos por glicosilacion quimica en la superficie de la lipasa.
Cabe mencionar que la lipasa de TLL completamente aminada mejor6 la actividad enzimatica en
hidrélisis con p-NPB un 210 %, respecto a la adsorbida en octil-agarosa.

En cuanto que para la lipasa de C. antarctica (CALB) con dextrano 1500 oxidado al 100 %, no
increment6 el factor de estabilizacién (figura 4); mientras que cuando el grado de oxidacion del
dextrano fue del 20%, se aumenté el factor de estabilizacion a 10 (figura 5), a una temperatura de
55 °C. Lo que sugiere que esta lipasa se ve favorecida de forma positiva por glicosilacion quimica.
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RESUMEN

Los embriones producidos in vitro de mamiferos, sobre producen especies reactivas de oxigeno
(ERO) debido a particularidades en los sistemas de cultivo, aunado a una reducida capacidad de los
sistemas enzimaticos y no enzimaticos antioxidantes, que se acentla durante la criopreservacion. El
resveratrol de origen vegetal ha sido utilizado como antioxidante en los cultivos in vitro, mejorando
las tasas de blastocistos, por su efecto positivo en la disminucion de los niveles de ERO en ovocitos
y embriones. Sin embargo, se desconoce este efecto sobre las enzimas antioxidantes como el
glutatiéon (GSH) en embriones producidos por fertilizacion in vitro (FIV) posterior a su vitrificacién. Por
lo que, el objetivo de este trabajo fue evaluar diferentes concentraciones de resveratrol suplementado
en el medio de maduracién (MIV) de ovocitos de ovino (Ovis aries), y su efecto sobre la presencia
de ERO y GSH en blastocistos producidos por FIV post vitrificacion. Se produjeron embriones por
FIV a partir de ovocitos tratados durante la MIV con diferentes concentraciones de resveratrol
(0.25uM, 0.5uM y 1uM) y sin resveratrol, fertilizados en medio BO-IVF™ (IVF Bioscience) con semen
descongelado de carnero. Los cigotos obtenidos se cultivaron en medios secuenciales Cleavage y
Blastocyst (Cook Medical®) hasta obtener blastocistos. Con 10 uM de DCFH-DA (2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate) se determiné cualitativamente la presencia de ERO y con 10
UM de Cell Tracker Blue® la presencia de GSH. Los resultados mostraron que el resveratrol tuvo un
efecto positivo (p<0.05) en la presencia de GSH y un efecto negativo en la presencia de ERO
(p<0.05) con respecto al grupo control. Se concluye que su utilizacion durante la MIV de ovocitos
tiene un efecto benéfico luego de la vitrificacion de los blastocistos.

INTRODUCCION

La produccién in vitro de embriones es una biotecnologia que impacta los sistemas ganaderos,
favoreciendo el mejoramiento genético y la investigacion del desarrollo embrionario. Su aplicacion
en ovinos y bovinos se ha intensificado, asi como en otras especies. A partir de ella surgieron nuevas
biotecnologias como la clonacion de embriones y la transgénesis. Gracias a estos avances, surge la
necesidad de la conservacion de los embriones producidos, a partir de técnicas de crioconservacion,
las que han sido un campo ampliamente desarrollado a nivel mundial en los Ultimos afios (Parra et
al., 2021), sin embargo, los medios y procesos utilizados para la crioconservacion y la produccion in
vitro de embriones pueden generar dafios a las células, disminuyendo asi la viabilidad embrionaria.
Es por esto por lo que, se busca hacer mas eficientes este tipo de biotecnologias, partiendo de la
evidencia cientifica de los principales factores que ejercen este dafio celular, como lo es el aumento
de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Rodriguez et al., 2017).

El resveratrol ha sido utilizado en técnicas reproductivas in vitro. Martinez et al. (2018), observaron
que a concentraciones de 0.25 y 0.5 uyM durante la maduracién in vitro (MIV) de los ovocitos, mejora
su calidad y promueve la compactacion de las mérulas producidas por transferencia nuclear de
células somaticas (TNCS) en ovino (O. aries). Otros autores reportan su uso durante la MIV, debido

TOMO Il BIOTECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS Pagina 208


mailto:carmennavarro2006@yahoo.com.mx

INVESTIGACIONES Y DESARROLLOS TECNOLOGICOS EN MEXICO CENTRO DE INVESTIGACIONES EN OPTICA, A. C.

a que reduce significativamente los niveles de las ERO intracelulares y aumenta las concentraciones
de enzimas antioxidantes como el glutation (GSH) y mejora el rendimiento en la produccion de
blastocistos, permitiendo un microambiente benéfico dentro de los ovocitos al aumentar la GSH
intracelular y disminuir el nivel de ERO. Esto estimula el desarrollo embrionario y la expresion génica
regulada (Mukherjee et al., 2014). Por lo que en este estudio se evalud su efecto en los niveles de
ERO y GSH como caracteristicas de la calidad de los embriones producidos por FIV post vitrificacion,
en Ovis aries.

TEORIA

Efecto del resveratrol en ovocitos y embriones de mamiferos

Zabihi et al. (2021), midieron diferentes concentraciones de resveratrol durante la M1V, sin observar
diferencias significativas en la tasa de MIV, pero si en la tasa de blastocistos a concentraciones de
0.25 y 0.5 uM. La calidad de éstos fue mayor en los embriones producidos a partir de ovocitos
tratados con 0.5 uM de resveratrol.

Mukherjee et al. (2014), suplementaron resveratrol (0.1, 0.25, 0.5, 2.0 y 5.0 uM) en el medio de MIV
de ovocitos de vaca y cabra para determinar los niveles de ERO y del glutation intracelular (GSH) en
los ovocitos maduros. Concluyeron que a 0.25 y 0.5 yM, se reducen significativamente los niveles
de ERO intracelular, aumentan las concentraciones de GSH y se estimula el desarrollo embrionario.

En otro estudio en cerda, se utilizo resveratrol a 0.1, 0.5 y 2.0 uM, durante la MIV de ovocitos,
evaluando su efecto sobre los niveles de GSH y de ERO y la expresion génica en ovocitos maduros,
células del cumulo, y blastocistos derivados de la FIV. Concluyeron que concentraciones de 2.0 yM
de resveratrol mejoran el potencial de desarrollo de los embriones, incrementan el GSH y disminuyen
las ERO (Kwak et al., 2012).

Efecto de la vitrificacién sobre la presencia de ERO y el desarrollo de embriones

En embriones bovinos vitrificados, Giraldo (2011) determiné el dafio a causa del malondialdehido
(MDA) producido durante la oxidacién de los fosfolipidos. Midié las concentraciones de MDA en
medios sometidos a vitrificacién y post vitrificacién con y sin embriones, encontrando que el medio
con embriones sometidos a vitrificacién produjo 35.26% mas de MDA con respecto al medio sin
embriones. También pudo determinar que a mayor concentracion de crioprotectores (20%),
disminuian las concentraciones de MDA, ERO vy &cido tiobarbitarico (TBARS).

En ovocitos porcinos la adicion de resveratrol durante la MIV y/o la vitrificacion modulan el proceso
apoptoético, mejorando la criotolerancia de los ovocitos porcinos vitrificados, mientras que en ovocitos
bovinos reduce los niveles de ERO, aumenta las tasas de blastocistos y el nimero de células
embrionarias. Particularmente para los embriones bovinos, la suplementacion del medio de
desarrollo in vitro con bajas concentraciones de resveratrol reduce la producciéon de ERO y aumenta
los niveles de oxidacion beta, lo que conduce a tasas de supervivencia mas altas después de la
crioconservacion (Madrid et al., 2019).

PARTE EXPERIMENTAL
Colecta de ovocitos

Siguiendo la metodologia descrita por Martinez et al. (2018), se colectaron ovocitos por
aspiracion/puncién de foliculos ovéaricos (de 2 a 5 mm de diametro), provenientes de ovejas
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sacrificadas en un rastro local. Lo ovarios fueron transportados al laboratorio durante 2 h a 30-35 °C
en solucién salina (NaCl al 0,9%) y antibiéticos al 1% (10.000 Ul/mL de penicilina, 10 mg/mL de
sulfato de estreptomicina y 25 pg/mL de anfotericina) (Antibac-Antifun 100x, In Vitro, SA). Una vez
en el laboratorio, los ovarios se lavaron y posteriormente, los COC fueron colectados, puncionando
los foliculos ovaricos con jeringas de 10 mL conteniendo 0.5 a 1 mL de medio de colecta TCM 199®
con HEPES (25mM) suplementado con heparina (100UI/mL), y con agujas calibre 20 G. Los COC
se evaluaron y se seleccionaron para la MIV, de acuerdo con la ASEBIR (2015).

Los COC seleccionados se dividieron en los cuatro tratamientos: O uM, 0.25 uM, 0.5 pM y 1 uM de
resveratrol.

Maduracién in vitro (MIV) de ovocitos de O. aries

La MIV se llevé a cabo utilizando Tissue Culture Medium 199 (TCM - 199®) suplementado con 10%
de suero fetal bovino (FBS) (Microlab), 1% de factor de crecimiento epidérmico (EGF), 5 ug/mL de
hormona estimulante del foliculo (FSH) (Folltropin-V, Bioniche), gonadotropina coriénica equina
(eCG) 5 Ul/mL (Loeffler) y antibiéticos al 0.6%. Los ovocitos se cultivaron en grupos de 25 a 30 en
una caja de cuatro pozos conteniendo 400 uL de medio de MIV cubiertos con 200 pyL de aceite
mineral, durante 20 horas en incubacion a las condiciones sefialadas (Martinez et al., 2018). Para
los tratamientos experimentales el medio de MIV se suplementé con las diferentes concentraciones
de resveratrol (0.25 uM; 0.5 puM y 1 pM, respectivamente).

Una vez transcurrida la MIV, los ovocitos se evaluaron para determinar la tasa de MIV (ovocitos en
Metafase Il (MIl)), mediante la expansién de las células del cimulo (CC) y la presencia del primer
cuerpo polar. Para ello, los ovocitos de cada tratamiento fueron denudados de las CC en 0.5mg/mL
de hialuronidasa. En una caja Petri, se evaluaron para ver que presentaran el primer cuerpo polar.
Se realiz6 nuevamente la seleccidén de los ovocitos bajo los criterios de la ASEBIR (2015), con el fin
de seleccionar los adecuados para la fertilizacién in vitro (FIV).

Fertilizacion in vitro (FIV) y desarrollo in vitro (DIV) de embriones de O. aries

Los ovocitos en MII fueron lavados en gotas de 50 uL con medio de fertilizacion atemperando a
38.5°C BO-IVF™ (IVF Bioscience) cubierto bajo aceite mineral y puestos en una gota de medio BO-
FIV™ atemperado, en una caja de cuatro pozos, a una relaciéon de 100uL/30 ovocitos, cubiertos con
aceite mineral (Filipiak et al., 2017).

Se utilizaron pajillas criopreservadas de ovinos fértiles, que se descongelaron a 37°C. Se evalud la
movilidad espermética post descongelacién. Se realizé “Swim up” (Rodriguez, 2017) en medio MIV
recuperado de los ovocitos que fueron madurados del grupo control (Salgado y Lopera, 2020).

Se tomaron 10 pL de muestra de la parte superior del tubo y se adicionaron a 100 pL de medio FIV
en cajas de 4 celdas con los ovocitos de cada tratamiento, depositando 28 x 10°mL de
espermatozoides y se incubaron 24h a las condiciones descritas (Rodriguez, 2017).

Los ovocitos fertilizados (cigotos) fueron lavados dos veces en 50 uL de medio de DIV Cleavage
(Cook Medical®) y se transfirieron a una nueva caja de cultivo colocando 25 cigotos por cada gota
de 50 pL del medio cubierto con aceite mineral y se incubaron a las mismas condiciones descritas
durante 4 dias.

Al dia 5 de cultivo, los embriones se transfirieron a otra caja conteniendo 50 pL de medio Blastocyst
(Cook Medical®) y se incubaron durante 7 dias (Martinez et al., 2018). La tasa de DIV y la evaluacion
morfolégica de los embriones obtenidos en cada tratamiento, se realizé bajo microscopio invertido a
los 7 dias de cultivo, utilizando los criterios del Manual de la IETS y de la ASEBIR (2015).

Vitrificacion y desvitrificacion de embriones
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Siguiendo la metodologia descrita por Bhat et al. (2015), los blastocistos de cada grupo experimental
fueron vitrificados mediante la técnica Open Pulled Straw (OPS) (Vajta et al., 1996).

Los blastocistos tempranos se lavaron en 800 pL de medio Holding (TCM-199 sin HEPES
suplementado con 10% SFB). Posteriormente, se depositaron en 600 pL de medio Holding
suplementado con 7.5% de etilenglicol y 7.5% de DMSO durante 3 minutos. Pasado este tiempo se
colocaron en 600 puL de medio Holding suplementado con sacarosa (3,42gr/10mL) y 16.5% de
etilenglicol y 16.5% de DMSO por 20 segundos. Inmediatamente después, se formaron microgotas
de 2 pL con los embriones y se recogieron por capilaridad en una OPS. Las OPS cargadas se
colocaron dentro de otra pajilla comidn (0.5mL) que se colocaron dentro de un recipiente con
nitrégeno liquido. Finalmente se sellaron por calor para sumergirlas en el tanque de nitrdgeno hasta
Su uso.

Para la desvitrificacion, las OPS se descongelaron mediante la técnica de 3 pasos (Bhat et al., 2015).
Primero, se retiro la pajilla del tanque de nitrégeno y la punta de la OPS se introdujo en gotas de 400
pL de medio Holding suplementado con 50% de sacarosa, dejando los embriones alli por 5 minutos.
Luego se pasaron a gotas de 1000 puL de medio Holding suplementado con 25% de sacarosa,
durante 5 minutos. Finalmente, fueron lavados en 400 pL de medio holding por 5 minutos mas.

Los blastocistos tempranos desvitrificados fueron nuevamente cultivados a las condiciones ya
descritas por 2 dias mas, en medio Blastocyst (Cook Medical®) hasta lograr las etapas de blastocisto
tardio y eclosionado (Gonzalez, 2020).

Niveles de ERO en embriones desvitrificados

Para determinar los niveles de ERO en los blastocistos desvitrificados de cada grupo tratado, se
utilizé la metodologia descrita por Martinez et al. (2018). Finalizadas las 48 h de DIV post vitrificacion
(dia 7 de cultivo), al medio que contenia los embriones se le adicionaron 10 uM de DCFH-DA (2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate), incubando 30 minutos a las condiciones ya descritas,
cubriendo la caja de cultivo con papel aluminio. Posteriormente, se realizaron tres lavados a los
embriones en gotas de 100 uL de PBS (Phosphate Buffered Saline) y finalmente se montaron sobre
un portaobjetos, cubriéndolos con un cubreobjetos. Se evaluaron en un microscopio de
epifluorescencia con filtro UV de 460 nm y se tomaron fotografias. A mayor intensidad de
fluorescencia, se considerd cualitativamente la presencia de mayores niveles de ERO en los
embriones.

Niveles de glutation (GSH) en embriones desvitrificados

Para determinar los niveles de Glutation (GSH), se utilizé la metodologia descrita por Nadri et al.
(2022). Finalizadas las 48 h de cultivo de DIV post vitrificacion, junto con la tincion DCFH-DA ya
descrita, al medio que contenia los embriones se le adicionaron, ademas, 10 uM de la tincion Cell
Tracker Blue® y se siguieron los mismos pasos posteriores. En este caso se utilizé un filtro UV de
405 nm. A mayor intensidad de fluorescencia, se consider6 cualitativamente la presencia de mayores
niveles de GSH en los embriones.

RESULTADOS

El resveratrol utilizado durante la MIV de ovocitos de ovino mostré un aumento en la tasa de
maduracion in vitro (MIV) a concentraciones de 0.5 y 1 uM, con diferencias significativas entre 0.25
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y 1 uM (p=<0.05), siendo mayores en esta ultima. La tasa de DIV fue mayor en el grupo tratado con 1
MM de resveratrol vs. el grupo control (p<0.05). La tasa de blastocistos no mostré diferencias
estadisticas entre grupos (p=0.05), pero a 0.25 pM de resveratrol se redujo. Los blastocistos
tempranos que fueron vitrificados y desvitirificados, continuaron su desarrollo a blastocistos tardios
o eclosionados en todos los grupos tratados (p=0.05) (Figura 1).

La evaluacion cualitativa de los niveles de ERO, no mostré diferencias en los blastocistos tratados
con resveratrol; mientras que la evaluacién cualitativa de los niveles de GSH, mostré la presencia de
esta enzima en todos los grupos tratados con resveratrol. Se evidencia que, conforme aumentan los
niveles de GSH, disminuyen los niveles de ERO.

Figura 1. Blastocistos desvitrificados producidos por FIV a partir de ovocitos tratados con resveratrol.

A. 0 uM de resveratrol (blastocistos expandidos); B. 0.25 uM de resveratrol; C. 0.5 uM de resveratrol
(blastocistos expandidos); D. 1 uM de resveratrol (blastocistos eclosionados). A; B; D: Aumento 10
X. C. Aumento 20 X.

CONCLUSIONES

El resveratrol se ha utilizado durante la MIV de ovocitos en especies como los porcinos, bovinos,
ovinos y caprinos, ya que aumenta la concentracion de glutation reducido (GSH) dentro del ovocito,
disminuyendo asi la produccion de ERO y aumentando la tasa de blastocistos. Su uso durante el
cultivo in vitro de embriones ha generado un efecto positivo en el DIV y un aumento en la
criotolerancia de blastocistos (Salzano et al., 2014).

El resveratrol adicionado al medio de MIV a concentraciones de 0.25 y 0.5 pM, aumenta la
segmentacion y la tasa de blastocistos (Kwak et al., 2012; Mukherjee et al., 2018). Datos similares a
los aqui obtenidos, en donde las mayores tasas de segmentacion embrionaria y de blastocitos se
evidenciaron a concentraciones de 0.5y 1 pM de resveratrol (68.6 y 69.2%).

Respecto al GSH, es el principal componente sulfhidrico no proteico en las células de mamiferos
que las protege del dafio oxidante, regulando el balance redox intracelular (Battin y Brumaghim,
2009). Puede jugar ademas un papel importante en procesos bioldgicos tales como la sintesis de
ADN y proteinas, y la proliferacion celular durante el desarrollo embrionario (De Matos et al., 2002).
En este trabajo se observo cualitativamente que sus niveles aumentan conforme se aumentan las
concentraciones de resveratrol.
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Por otro lado, la vitrificacion genera estrés oxidante, pero en este estudio se observé que el
resveratrol, a la vez de incrementar los niveles de GSH, reduce los niveles de ERO en los embriones
posterior a su vitrificacion. Ello se vio reflejado en la capacidad de desarrollo embrionario post
vitrificacion observado en este trabajo (64% a 1uM de resveratrol), aunque este resultado fue menor
a lo reportado por Gonzélez (2020) de 72.6%.

Se concluye que el resveratrol utilizado durante la MIV tiene un efecto positivo en la presencia de
GSH, lo que disminuye la presencia de ERO en embriones de ovino producidos por FIV posterior a
su vitrificacion.
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RESUMEN

El aislamiento y seleccién de microorganismos con actividad queratinolitica representa hoy en dia
una alternativa al problema que tiene la disposicién de residuos solidos derivados de diversas
industrias entre las que se encuentran la curtidora, la procesadora avicola entre otras. El material
queratinoso al ser clasificado como recalcitrante por su baja o nula degradacion a través del tiempo,
hacen que sea objeto de estudio al buscar alternativas que puedan degradar la queratina contenido
en los residuos antes mencionados. Por lo que el objetivo principal del presente proyecto fue
caracterizar enzimas con actividad queratinolitica de hongos aislados de vertederos encontrados en
una industria curtidora en Ledn Gto. Se encontraron tres cepas fangicas (H7, H8 y H9), las cuales
presentaron una actividad queratinasa de 35.4, 65.43 y 24.1 U/mL, respectivamente. La queratinasa
de H8 presento un peso molecular de 80 kDa, y presento una fuerte actividad inhibitoria para PMSF
pudiéndola clasificar como una proteasa de la familia de las serin proteasas, se encontré que dentro
de los agentes reductores para la proteasa de H8 el B— ME aumento la actividad un 35% y el ion que
afecto de manera significativa (p<0.05) la actividad de la enzima fue el Hg?*, debido principalmente
al efecto quelante de la proteina.

INTRODUCCION

A nivel mundial, el aumento gradual de la demanda de cuero es responsable del aumento en el
namero de unidades de curtido cada afio. En consecuencia, el tratamiento de los efluentes de las
curtiembres a granel (20—-30 m? por tonelada de procesamiento de cuero/piel en bruto) para mantener
el limite de descarga se esta convirtiendo en un desafio critico [1]. Se supone que una tonelada de
pieles en bruto produce alrededor de 200 kg de cuero, mientras que el restante 80 % del peso inicial
son desechos posteriores a la produccién, principalmente en forma soélida [2]. Los desechos sélidos
consisten en cabello, recortes, carne, queratina [3].

Alrededor de 6.6 millones de toneladas de pieles crudas de animales bovinos y 0.8 millones de
toneladas de pieles de animales ovinos se convierten en cuero mundial cada afio [4]. Después de
realizar el proceso de curtido en las pieles de animales bovinos el residuo sélido mas importante es
una pulpa de pelo. A nivel mundial, las curtiembres generan pieles bovinas curtidas las cuales
solubilizan y descargan anualmente alrededor de 0.2 millones de toneladas de pelo junto con las
aguas residuales. Los residuos de la pulpa de pelo resultan en un alto contenido de DBO y DQO en
las aguas residuales [5]. Alrededor de 15 millones de kg de DBO y 54 millones de kg de DQO se
aportan anualmente debido al proceso pelambre. Alrededor de 56 kilotones de desechos de cabello
se generan anualmente de las curtiembres que producen cueros de pieles ovinas. Este desperdicio
de pelo se vierte en el suelo o se elimina en vertederos [6]. La eliminacion de desechos ricos en
queratina como el cabello y las plumas es un problema ambiental global que conduce a la
contaminacion del aire y la contaminacion de los recursos hidricos [7].
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En la naturaleza, la queratina es el tercer polimero mas abundante después de la celulosay la quitina.
Es una proteina fibrosa presente en una amplia gama de organismos, incluidos mamiferos, reptiles,
aves y peces. La queratina se encuentra en una variedad de componentes estructurales externos de
animales como piel, pelo, plumas, cuernos, pezufias, clavos, ufias y picos [8]. Las queratinasas son
proteasas especiales que atacan a los sustratos de queratina insolubles, duros y duraderos. Son
enzimas robustas que muestran una gran diversidad en sus caracteristicas bioquimicas. Se
distinguen de las proteasas convencionales debido a su amplia especificidad de sustrato hacia una
variedad de sustratos insolubles, ricos en queratina, que incluyen plumas, lana, ufias y cabello [9].

Todas estas proteinas recalcitrantes estan compuestas principalmente por "queratina”. La queratina
es una proteina estructural que esta fuertemente estabilizada por varias interacciones hidréfobas y
puentes de hidrégeno, ademas de poseer enlaces disulfuro. Sobre la base de la conformacion
estructural secundaria, se ha clasificado en a (hélice a: de pelo, ufias y lana) y  (laminas B: de
plumas) queratina [10]. La gran cantidad de enlaces entrecruzados resultantes de los puentes
disulfuro dentro de los residuos de queratina le proporcionan una alta estabilidad mecéanica y
resistencia a la degradacion por proteasas convencionales como la tripsina, la pepsina y la papaina
[11], [12]. La naturaleza resistente de la queratina se debe a que forma parte de una clase de
proteinas llamadas escleroproteinas, caracterizadas por la formacion de largos filamentos de
cadenas entrelazadas, lo cual confiere caracteristicas estructurales [13]. El papel principal de la
queratina es prevenir la pérdida de fluidos corporales de humanos y animales mediante la formacion
de una cubierta externa de los érganos animales y humanos [14], [15].

TEORIA

El proceso de curtido consta de cuatro etapas: 1) Preparacion, 2) Ribera, 3) Curtido y 4) Acabado
[16].

 Etapa de ribera. Es la etapa donde se recibe el cuero, el cual tiene como objetivo realizar una serie
de procesos para realizar una limpieza profunda de la piel y eliminar todos los componentes que no
son transformados en cuero, tal como el estiércol, pelo, suciedades y la endodermis.

» Etapa curtido. En esta etapa se estabiliza la proteina del cuero para evitar su putrefaccion. En este
proceso se agregan curtientes vegetales o sales minerales, principalmente sales de sulfato basico
de cromo Cr(OH)SOs. Estas sales crean enlaces quimicos covalentes coordinados entre el cromo y
la piel transformandola en cuero, adquiriendo la piel propiedades de resistencia a las altas
temperatura, a la humedad y al ataque bacteriano.

« Etapa de Recurtido, Tefido y Engrase (RTE). En esta etapa se suministran ciertas sales, en general
de cromo, y productos recurtientes para uniformizar el curtido y proporcionar las caracteristicas del
producto final, también se adicionan aceites para mejorar sus propiedades fisicas y suavidad.
Algunas propiedades que se mejoran en este proceso son: tacto, firmeza, resistencia al sudor,
capacidad de tefiido, entre otras.

» Etapa de acabado. Esta etapa final consiste en conferirle al cuero caracteristicas de color, tacto,
textura y resistencia al ambiente para cumplir con requerimientos especificos del mercado mediante
la aplicacién de resinas, ceras, rellenantes, tactos, pigmentos, anilinas, plastificantes, disolventes,
entre otros, a pistola, en maquina de rodillos, en cortina o en forma manual con felpa.

Degradacion enziméatica de la queratina

Las queratinasas son un grupo de enzimas hidroliticas que pueden catalizar la degradacion de la
queratina. Estas enzimas queratinoliticas son secretadas por diferentes tipos de microorganismos
que se encuentran en el suelo, el agua y en diversas fuentes ricas en queratina. Hasta la fecha,
m